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In meinen friiheren Experimenten') habe ich die Resorption des 
kolloidalen Farbstoffs Trypanblau aus der Bauchhéhle beim Kaninchen 
unter normalen Bedingungen studiert. Nun erschien mir auch inter- 
essant, nachzupriifen, inwiefern die Resorption des genannten Farb- 
stoffs auf verschiedenen Wegen gehemmt oder geférdert werden kann. 
In der vorliegenden Arbeit fiihre ich Versuchsresultate an, wie der 
osmotische Druck und die H-lonenkonzentration der eingefiihrten 
Farbstofflésung den Farbengehalt des Blutes in verschiedenen Zeit- 
perioden nach der Injektion beeinflussen. Ferner wurde von mir in 
derselben Richtung die Wirkung einiger Stoffe nachgepriift, die als 
resorptionsverzégernde Mittel gelten oder zur Therapie der Peritonitis 
gebraucht werden (Adrenalin, Olivenél, Campherél, Athylither). 

Hara*) hat unlangst gezeigt, daB die Erhéhung des osmotischen Druckes 
der eingefiihrten Lésung die intraperitoneale Resorption des Farbstoffs 
Fluorescein bedeutend beeintrachtigt. Was die Reaktion der eingefiihrten 
Lésung betrifft, so ist M. Fischer*) bekanntlich der Meinung, daB Séuren 
und Alkalien die intraperitoneale Resorption von Wasser und Salzen stark 
verzégern. Jedoch folgt aus den bekannten Untersuchungen von Bethe ‘*), 
Rohde*®) und Pohkle*), daB fiir Farbstoffe die Verhiltnisse etwas anders 

') Okuneff, diese Zeitschr. 147 u. 149, 103 u. 534, 1924. 

*) Hara, ebendaselbst 126, 281, 1921 bis 1922. 

3) M. Fischer, Kolloidchemische Beihefte 2, 304, 1911. 

‘) Bethe, diese Zeitschr. 127, 1922. 

5) Rohde, Pfliigers Arch. 168, 1917; 182, 1920. 

®) Pohle, Ref. Deutsch. med. Wochenschr. 48, 1921, 
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liegen: saure Farbstoffe werden niaimlich im sauren Medium gut resorbiert, 
im alkalischen schlecht. Fiir basische Farbstoffe gelten umgekehrte Ver- 
haltnisse. Die Verzégerung der intraperitonealen Resorption nach Adrenalin- 
einfiihrung [Eaner'), Freytag*), Fleischer, Moyer und Loeb*) u. v. a.) wird 
nach Hara (1. ¢.) auch bei Farbstoffinjektionen beobachtet. Nakashima*) 
konnte nachweisen, daB auch die intraperitoneale Resorption kolloidaler 
Stoffe durch Adrenalineinfiihrung in die Bauchhéhle beeintrachtigt wird. 
Den Nachweis der Verzégerung der Resorption aus der Bauchhéhle nach 
Olivenélinjektionen verdanken wir Glimm®); die resorptionshemmenden 
EKigenschaften des Campherdéls hat Hirschel*) besonders eingehend studiert. 
Danielsen") zeigte, daB Olivenél auch die Resorption von Suspensionen 
(Bakterien) verzégert. Der Gebrauch des Athers bei Peritonitis [Cham- 
pionniere®), Wolfsohn®), Vogt"), Seifert™), Caccini!*) u. v. a]. begriindet 
sich eher auf den desinfizierenden als auf den resorptionsverzégernden 
Eigenschaften des Stoffes. 


Eigene Untersuchungen. 
Methodik. 


In allen Fallen wurden von mir parallele Versuche unter normalen 
und abnormen Bedingungen an einem und demselben Tiere angestellt. 
Als Versuche unter normalen Bedin- 
gungen bezeichne ich solche, in welchen 
die lproz. Trypanblaulésung in iso- 
tonischer Locke-Ringerlésung in die 
Bauchhéhle eingespritzt wurde. Um 
die Zuverlassigkeit solcher parallelen 
ww ry ; 

’ 2 3 . $ ® Versuche an einem und demselben 
Abb. 1. Auf der Abszisse sind die Stunden Tjere nachzupriifen, wurden spezielle 
abgetragen, aut der Ordinate der Prozent- K ani i . -elel 
gehalt an Farbe im Gesamtblut, bezogen aut ontrollversuche angestellt, in welchen 
die injizierte Farbenmenge. Punktierte Kurvee Kaninchen isotonische Farbstoff- 
Menge von Trypanblau im Blut nach der ,.. » di 2 her 
ersten Injektion, ausgezogene Kurve gleich lésungen in die Bauchhdéhle wiederholt 
nach der zweiten Injektion (10 Tage nach ejngefiihrt wurden. Letztgenannte 

der ersten). = , » 

Versuche zeigten (s. Kurve, Abb. 1), 
daB nach wiederholten intraperitonealen Injektionen derselben Farbstoff- 
mengen ceteris paribus fast der gleiche Farbstoffgehalt im Blute in den 
entsprechenden Zeitperioden beobachtet wird. 

Nur mu8 dabei zwischen den einzelnen Farbstoffinjektionen eine 
Zeitperiode von mindestens 7, besser 10 Tagen verflossen sein, damit die 
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') Exner, Zeitschr. f. Heilk. 24, 1903. 

Freytag, Arch. f. exper. Patho]. u. Pharm. 55, 1906, 

3) Fleischer, Moyer und Loeb, The Journ. of exper. Med. 12, 
4) Nakashima, Pfliigers Arch. 158, 1914. 

5) Glimm, Deutsch. Zeitschr. f. Chir. 83, 1906. 

®) Hirschel, Bruns Beitr. 56, 1907. 

7) Danielsen, ebendaselbst 54, 1907. 

8) Championniere, Journ. de med, et de chir. 10, 369, 1913. 

®) Wolfsohn, Miinch. med. Wochenschr. 49, 1918. 

”) Vogt, Mitteil. aus d. Grenzgeb. d. Med. u. Chirurgie 31, 1919. 
11) Seifert, Miinch. med. Wochenschr. 4, 129, 1919. 

2) Caccini, Ref. Zentr. f. Chirurgie 11, 593, 1924. 
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Farbenspuren von der vorherigen Injektion véllig aus demBlute verschwinden. 
Die Methodik der Einfiihrung der Farbstofflésung, der Blutentnahmen 
und -untersuchungen war dieselbe wie in meinen friiheren Arbeiten. Blut- 
untersuchungen wurden 30 Minuten, 1, 3 und 6 Stunden nach der Injektion 
ausgefiihrt. Um dem Versténdnis des Mechanismus der Resorption der 
Farbe etwas naiher zu kommen, wurden von mir einige Diffusionsversuche 
mit Trypanblaulésungen in Gelatine und Agar-Agar angestellt. Dabei 
bediente ich mich der Liesegangschen!) Methodik, Gutgewaschene 2proz. 
Gelatine und 2proz. Agar-Agar wurden bis zum isoelektrischen Punkte 
gebracht (Kontrolle der H-lonenkonzentration mittels der Indikatorenreihe 
nach Michaelis), mehrere Tage im flieBenden Wasser gewaschen und die 
Lange der in feste Gelatine bzw. Agar-Agar eingedrungenen Farbensiule 
gemessen. In diesen Versuchen wurde der EinfluB der Konzentration, des 
osmotischen Druckes und der Reaktion der Farbenlésung, ferner die 
Wirkung der Beimengung von Adrenalin, Olivenél, Campherél und Ather 
nachgepriift. 


1. EinfluB des osmotischen Druckes der Farbstojflésung in der Bauchhohle 
auf den Farbengehalt des Blutes. 

Am neunten Tage nach dem Kontrollversuch (Resorption aus der 
Bauchhoéhle unter normalen Bedingungen) fiihrte ich denselben Kaninchen 
in die Bauchhéhle die gleichen Farbstoffmengen ein, die in einigen Ver- 
suchen in destilliertem Wasser, in anderen in hypertonischer (mit dreifachem 
Salzgehalt, 4 = — 2,0) Locke-Ringerlésung gelést waren. 

Wie aus den unten angefiihrten Kurven (Abb. 2) leicht zu ersehen 
ist, trat in den Versuchen mit der Einfiihrung von Trypanblau in hyper- 





tonischer Lésung (4 — 2.0) eine deutliche Verzégerung der Re- 
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Abb. 2. Ausgezogene Kurve-Menge von Try- Abb. 3. Ausgezogene Kurve- Menge von Trypan: 
panblau im Blute nach der Injektion der Faroe blau im Blute nach der Injektion der Farbe 
in die Bauchhéhle in isotonischer Lockes in die Bauchhéhle in isotonischer Locke 
Ringerlésung. Punktierte Kurve-Menge von Ringerlésung. Punktierte KurvesMenge von 
lrypanblau im Blute nach der Injektion der Trypanblau im Blute nach der Injektion der 
Farbe in hypertonischer Locke-Ringerlésung. Farbe im destillierten Wasser. Ubrige Be- 
Ubrige Bezexchnungen wie bei Kurve Abb. 1. zeichnungen wie bei Kurve Abb. | 


sorption des Farbstoffs ein, und zwar war der Farbengehalt des Blutes 
stets niedriger als in den Versuchen mit der Einfiihrung von Trypanblau 
in isotonischer Lésung (A — 0,68). Dagegen konnte ich in den 
Versuchen mit Einfiihrung von Trypanblau in destilliertem Wasser 


1) Liesegang, Die Diffusion in Gallerte. Abderhaldens biol. Arbeits- 
methoden 1924. 
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(A 0) keinen angeblichen Unterschied von der Norm konstatieren 
(Kurve Abb. 3). 

Bei Diffusion von Trypanblau in Gallerte (feste Gelatine) fand ich 
nach 24 Stunden bei Anwendung von | Proz. Trypanblau in 2proz. 
NaCl-Lésung (4 — 1,2) die Lange der Farbensaiule in Gelatine 


7,8cm, bei Trypanblau in 0,75proz. NaCl-Lésung (4 0,53) 
95cm, bei Trypanblau in 0,25proz. NaCl-Lésung (4 ~ 0,16) 


10cm, bei Trypanblau in destilliertem Wasser (A 0) 12 e¢m!). 
Die Diffusion der Farbe in feste Gelatine geschicht also mit steigendem 
osmotischen Drucke der Farbstofflésung immer schlechter. 

Diese Erscheinung, sowie die schlechtere Resorption von Trypan- 
blau aus hypertonischer Salzlésung als aus iso- und hypotonischer, kann 
vielleicht dadurch erklirt werden, daB Trypanblau in Anwesenheit 
von Salzen zum Teil ausgeflockt wird [Schulemann*)}. Solche Er 
scheinungen der Ausflockung beobachtete auch ich in meinen Versuchen 
sowohl in vitro als auch in vivo. In der Bauchhéhle der Kaninchen, 
die nach der Injektion von Trypanblau in hypertonischen Salzlésungen 
seziert wurden, fand ich bestandig reichliche Massen ausgeflockter 
Farbe, was beim Gebrauch isotonischer Lésungen niemals der Fall war. 


2. EinfluB der Reaktion der Farbstojflésung. 


Am achten Tage nach dem Kontrollversuch (Einfiihrung in die Bauch- 
héhle des Farbstoffs Trypanblau in destilliertem Wasser gelést) wurden 
denselben Versuchstieren genau die- 
selben Farbstoffmengen in n/50 HC! 
und in n/50 NaOH- Lésungen ein- 
gefiihrt?). 





Wie aus der unten angefiihrten 








wz 2 ; 3 3 ; Abbildung leicht zu ersehen ist, 
verursacht die Beimengung von 


Abb. 4. Ausgezogene Kurve-Menge von Trypan- 








blau im Blute nach der Injektion der Farbe in 

die Bauchhohle im destillierten Wasser. Punk- 

tierte KurvesMenge von Trypanblau im Blute 

nach der Injektion der Farbe in 1 nHCl- 

Lésung. Ubrige mee | ae wie bei Kurve 
d b On 


so stark. 


Sauren eine Beschleunigung der Re- 
sorption (Abb. 4). In demselben 
Sinne wirkt auch die Beimengung 
von Alkali, aber bei weitem nicht 


Diese Beschleunigung der Resorption auBert sich darin, da 


der Farbengehalt des Blutes in Versuchen mit Injektion von Trypan- 


1) Die Saule der eingedrungenen Farbe besteht aus zwei Teilen: einem 
blauen, scharf abgegrenzten, und einem roten, mehr diffusen. Der rote 
Teil liegt unter dem blauen, was dadurch zu erklaren ist, daB die rote 
Komponente des Trypanblau bekanntlich diffusibler ist als der blaue (.Mo6llen- 


dorff, Anatom. Hefte 53, 87, 1915 bis 1916). 
2) Schulemann, diese Zeitschr. 80, 1917. 


3) Diese Konzentration 


der Saéuren 


und Alkalien verursacht nach 


M. Fischer (|. c.) die maximale Verzégerung der Resorption. 
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blau + Saure oder Alkali in allen Zeitperioden gréBer ist als in 
der Norm. 

Die Versuche mit der Diffusion von Trypanblau in Agar-Agar') 
zeigten, daB sowohl H- als auch OH-Ionen die Diffusion der Farbe 
in feste Gallerte beeintrdchtigen. Am deutlichsten tritt diese Erscheinung 
bei Saurewirkung zutage. So fand ich fiir die Lésung der Farbe im 
destillierten Wasser die Linge der Farbensiule im Gallert 9 bis 
10cm, fiir die Lésung der Farbe in n/50 HCI 5 bis 6em, fiir die 
Lésung der Farbe in n/50 NaOH 7 bis 8 em. Somit besteht zwischen 
Beeinflussung der Resorption durch Saure und Alkali und der Diffusion 
in Gallerte durch dieselben Substanzen gegebenenfalls kein Parallelis- 
mus”). 


3. EinjluB des Adrenalins auf die intraperitoneale Resorption von Trypanblau. 
Kaninchen, denen 9 Tage vordem Trypanblau in isotonischer Locke- 
Ringerlésung eingefiihrt wurde, spritzte ich genau dieselben Farbenmengen 
ein, wobei 10 Minuten vor der Injektion 1 eem Adrenalinlésung (1: 1000) 
injiziert wurde. 
Wie aus der unten angefiihrten Kurve (Abb. 5) zu ersehen ist, 
rufen Adrenalininjektionen eine deutliche Verzégerung der Farben. 








| 

| 
7 a. 2 ¢ 5 6 
Abb. 5. Ausgezogene Kurve-Menge von Trypanblau im Blute nach der Injektion 
der Farbe unter normalen Bedingungen. Punktierte Kurve-Menge der Farbe im 
Blute bei gleichzeitiger Adrenalininjektion (s. Text). Ubrige Bezeichnungen wie 
bei Kurve Abb. 1 


resorption aus der Bauchhéhle nach sich. Die Wirkung des Adrenalins 
auf die Resorption von Trypanblau ist keine langdauernde, wie es auch 
zu erwarten war. 


1) Fiir Diffusionsversuche mit Verwendung von Siuren und Alkalien 
ist Agar-Agar vorzuziehen, da Gelatine dabei oft verfliissigt wird. 

2) Nach den Anschauungen von Bethe und Rohde (l. ¢.) miiBte der 
Einflu8 von Saéuren und Alkalien auf die Diffusion von Trypanblau sich 
anders gestalten (vgl. oben 8. 1). Méglicherweise erklirt sich die von mir 
beobachtete identische Wirkung von Séure und Alkali auf Trypanblau 
dadurch, daB dieser Farbstoff, der allgemein als negativ geladenes Kolloid 
gilt, freien Séuren und Alkalien gegeniiber amphotere Eigenschaften 
aiuBert. So fand ich fiir pg (mit Hilfe der Gaskettenmethode gemessen) 
bei n/50 HC] = 1,67, dagegen bei n/50 HC] + Trypanblau: py 2,3, 
Pa bei n/50 NaOH betrigt = 11,69, bei n/50 NaOH + Trypanblau 
= 10,38. 
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Auf die Diffusion von Trypanblau in Gelatine wirken Beimengungen 
von Adrenalin (1: 1000) verlangsamend!). Da aber das von mir be- 
nutzte Adrenalinpraparat (Parke & Davis) betrichtliche Mengen von 
NaCl enthalt, so ist diese Wirkung von Adrenalin wahrscheinlich auf 
den EinfluB des NaCl selbst zuriickzufiihren. 

Die Wirkung von Adrenalin auf die Resorption von Trypanblau 
aus der Bauchhéhle steht wahrscheinlich im Zusammenhang mit den 
durch Adrenalin hervorgerufenen Anamie-Erscheinungen [vgl. Klapp*)|. 


4. EinjluB des Oliven- und Campheréls auf die intraperitoneale Resorption 
ron Ty ypanblau, 

Olivendl wurde in der Menge von 4 bis 5 cem, Ol. camphorat (10 proz. ) 
in der Menge von 0,5 bis | cem 10 bis 15 Miruten vor der Injektion der Farbe 
eingefiihrt. Allen Versuchstieren (sechs) wurde zur Kontrolle 7 bis 8 Tage 
vor der Injektion dieselbe Farbenmenge in isotonischer Salzlésung injiziert. 

Aus den von mir angestellten Versuchen erwies es sich, dal die 
Olivendlinjektionen ohne merklichen EinfluB auf die Resorption von 
Trypanblau aus der Bauchhéhle sind. Anders mit Campherdl; dieser 
letztere Stoff ruft eine deutliche Beschleunigung der Farbenresorption 
aus der Bauchhdéhle, die sich darin iuBert, dab der Farbengehalt des 


Blutes abnorm hoch ist (s. Kurve Abb. 6). 














ee aa 2 3 4 5 . 

Abb. 6. Ausgezogene Kurve:Menge von Trypanblau im Blute nach der Injektion 

der Farbe unter normalen Bedingungen. Punktierte KurvesMenge der Farbe im 

Blute bei gleichzeitiger Campherélinjektion (s. Text). CUbrige Bezeichnungen 

wie bei Kurve Abb. 1. 

Die von Glimm, Hirschel, Danielsen*) u. a. angenommenen resorp- 
tionsverzégernden Eigenschaften des Oliven- und des Campherdls 
konnte ich somit fiir Trypanblau nicht nachweisen. Im Gegenteil 
fand ich, da’ Campherél die Resorption von Trypanblau sogar be- 
schleunigt. Diese letztere Wirkung des Campheréls kénnte vielleicht 
durch die reizende Wirkung dieser Substanz verursacht werden; haben 
doch Klapp und Freytag (l.c.) gezeigt, daB eine durch Reizung des 
Bauchfells erzeugte Hyperimie der Bauchorgane die intraperitoneale 


Resorption begiinstigt. 


') Linge der Farbensaule in Gelatine statt ll em 9,5 em. 
*) Klapp, Mitteil. a. d. Grenzgebieten d. Med. u. Chirurgie 10, 1902. 
3 

) le. 
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Die Diffusion von Trypanblau in feste Gallerte wird durch die 
Beimengung zu der Farbstofflésung von Oliven- und Campher6l in 
keiner Weise beeinfluBt. was auch a priori zu erwarten war (Trypanblau 
ist bekanntlich lipoidunléslich). 


5. Einflug von Ather auj dic intraperitoneale Resorption von Trypanblau 

Athylither wurde in zwei Versuchen 3 bis 4 Sekunden vor, in zwei 
arderen Versuchen gleich nach der Injektion der Farbstofflésung in det 
Menge von 4 bis 2 cem eingefiihrt. Allen Versuchstieren wurde zur Kon- 
trolle 9 Tage vordem dieselbe Farbenmenge in isotonischer Salzlésung 
injiziert und die Farbstoffmenge im Blute mehrmals bestimmt. 

Wie aus der unten angefiihrten Kurve (Abb. 7) zu ersehen ist, 
tritt nach Atherinjektionen eine deutliche Verzégerung der intra 
peritonealen Resorption von Trypanblau ein. 

Auf die Besprechung des Mechanismus dieser Verzégerung mocht« 
ich an dieser Stelle nicht eingehen. Es sei nur bemerkt, dab in meinen 
Versuchen nach Atherinjektionen starke Transsudationserscheinungen 








Abb. 7. Ausgezogene Kurve-Menge von Trypanblau im Blute nach der Injektion 

der Farbe unter normalen Bedingungen. Punktierte KurveeMenge der Farbe im 

Blute nach gleichzeitiger Atherinjektion (s. Text). Ubrige Bezeichnungen wie 

bei Kurve Abb. 1. 
in der Bauchhéhle beobachtet wurden. Médglicherweise steht diese 
Erscheinung in irgend einem Zusammenhang mit der oben erwahnten 
Resorptionsverzégerung. 
Auf die Diffusion von Trypanblau aus der Wasserlésung in die feste 

Gallerte bleibt die Atherbeimengung ohne jeglichen Einflub. 


Zusammenfassung. 

Die oben angefiihrten Versuche zeigen, dab der Farbengehalt des 
Blutes nach der Injektion von Trypanblau in die Bauchhéhle durch 
verschiedene der Farbstofflisung zugesetzte Substanzen  beeinflubt 
werden kann. Die grobe Farbstoffkonzentration') und der hohe os 
motische Druck der Farbstofflésung beeintrachtigen die Resorption det 
Farbe, sofern letztere sich im Gehalte der Farbe im Blute abspiegelt. 
Die saure sowie die alkalische Reaktion der Farbstofflésung wirken 
im entgegengesetzten Sinne. Aus den bekannten resorptionshemmenden 


') Siehe Mitteilung I, diese Zeitschr. 147, 103, 1924. 
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Stoffen bewirken Adrenalin und Ather eine Verzégerung der Resorption, 
Olivendl bleibt ohne Einflub und Campherol hat sogar eine Beschleunigung 
der Resorption zur Folge. Bei der Erklairung des Mechanismus dieser 
Beeinflussung der intraperitonealen Resorption von Trypanblau ist 
zu_beriicksichtigen, dafi die Beeinflussung der Resorption auf zwei 
Wegen geschehen kann. LEinerseits kénnen die Eigenschaften der zu 
resorbierenden Substanz selbst geiindert werden, so dal sie in kleineren 
Mengen in die Blutbahn iibertritt. Solche Méglichkeit kénnen wir 
vorwiegend fiir die Wirkung des hohen osmotischen Druckes auf die 
Resorption von Trypanblau annehmen, da unter dem Einfluf der 
Elektrolyten eine Ausflockung von Trypanblau eintritt. Eine andere 
Moglichkeit besteht darin. daB nicht die Substanz, die resorbiert wird, 
sondern vorwiegend der Resorptionsapparat selbst, d. h. das lebendige 
Kolloidsystem des Peritoneums beeinflubt wird. Eine solche Beein- 
flussung der parenteralen Resorption ist fiir die Wirkung von Adrenalin, 


Campherél und Ather anzunehmen. 


SchluBfolgerungen, 

1. Die starke Konzentration und die Erhéhung des osmotischen 
Drucks der Trypanblaulésung verzégern die Resorption dieses Farb- 
stoffs aus der Bauchhohle. 

2. Durch Anderung der H-lonenkonzentration der Farbstoff- 
lésung wird ihre Resorption aus der Bauchhéhle beschleunigt. 

3. Die Diffusion von Trypanblau in feste Gallerte wird durch die 
Beimengung zu der Farbstofflésung von Salz, Saure und Alkali be- 
eintrachtigt. 

4. Adrenalin und Ather verzégern die Resorption von Trypanblau 
aus der Bauchhéhle, das Campherél beschleunigt sie, das Olivendl 
bleibt in dieser Beziehung ohne Wirkung. 


5. Die Beeinflussung der Resorption von Trypanblau aus der 
Bauchhéhle geschieht auf zwei Weisen: 1. durch die Anderungen der 


physikalisch-chemischen Eigenschaften der Farbstofflésung, 2. durch 


die Wirkung auf den Resorptionsapparat (Peritoneum) selbst 


| 
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Quantitative Enzymbestimmungen an Mikroorganismen. I. 
Der Katalasegehalt der Bakterien. 


Von 


Artturi |. Virtanen und H. Karstrém. 


[Aus dem Laboratorium der Butterexportgesellschaft Valio m. b. H 
Helsinki (Finnland).] 


(Einge gangen am 25. Marz 1925.) 


I. Einleitune. 

Fiir den Vergleich der mannigfaltigen, durch Bakterien verursachten 
Reaktionen gibt es zurzeit noch keine quantitativen Zahlen. In det 
Literatur wird die Fiahigkeit von verschiedenen Bakterien, Fette, 
Wasserstoffsuperoxyd usw. zu zersetzen, mit den Ausdriicken: schwach 
hbedeutend, stark spaltend bezeichnet. Das Wachstum der Bakterien 
und die Wirksamkeit der Zelle an spaltenden Enzymen, die zwei voll 
standig verschiedene Vorginge sind, werden in solechen Ausdriicken 
vereinigt. 

In dem Bestreben, die Enzymwirksamkeit bei den Bakterien 
quantitativ zu bestimmen und vergleichbare Zahlen zu erhalten, hat 
der eine von uns!) schon friiher die Girungsfaihigkeit der Milchsiure- 
bakterien untersucht und sie durch den Quotienten: 

k.g@ Zucker 


Gv (Girungsvermégen) : 
Zellenzahl 


ausgedriickt. Die Enzymwirksamkeit wird in diesem Falle pro Zell 
berechnet, wie das friiher von v. Euler und Mitarbeitern bei der Be 
stimmung des Enzymgehalts der Hefe vorgeschlagen worden ist. 

In der vorliegenden Arbeit haben wir den Katalasegehalt det 


Bakterien quantitativ zu bestimmen versucht. Als Ausdruck det 


1) Virtanen, H. 134, 300, 1924. 
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katalatischen Fahigkeit der Bakterien (Kat. f.) ist der Quotient aus 
der Reaktionskonstante der Wasserstoffsuperoxydspaltung & und der 
angewandten Enzymmenge, als Zellenzahl ausgedriickt, angewandt 
worden. 

? Reaktionskonstante k 
oes, Zellenzahl 

Dieser Quotient scheint den Katalasegehalt der verschiedenen 
Bakterien sehr gut zu charakterisieren. Bei den Bakterien ist nach 
unseren Bestimmungen die ganze Katalasemenge in lebenden Zellen 
reaktionsfahig, und die Katalasewirkung wird durch auBere Bedingungen 
wie durch Trocknen, Protoplasmagifte und Erwarmung, nicht erhéht 
Bei der Hefe liegen die Verhaltnisse nach der sehr interessanten Arbeit 
von Kuler und Blix') ganz anders. 

Die prinzipielle Frage, welche von den beiden Methoden: die 
Enzymwirksamkeit pro Zelle oder pro Gewichtseinheit auszudriicken, 
die besten Resultate gibt, ist schwer zu entscheiden. Unsere Versuche 
haben jedoch wahrscheinlich gemacht, dais der Katalasegehalt der 
Bakterien unabhingig von der GréBe der Zellen ist. Es scheint daher 
da unsere Methede, die Katalasewirksamkeit pro Zelle zu berechnen, 
das genaueste Bild von dem Katalasegehalt der Bakterien gibt. 


Die Eigenschaft fast aller lebenden Materie, sowohl! animalischer als 
vegetabilischer Herkunft, das Wasserstoffsuperoxyd in Wasser und Sauer- 
stoff zu zerlegen, ist schon langst bekannt. Die ersten Beobachtungen in 
dieser Hinsicht gehen auf Schénbein*) zuriick. Eine entsprechende Wirkung 
bei Mikroorganismen wurde auch am Ende des letzten Jahrhunderts fest- 
gestellt. Gottstein®) fand 1893, daB .auch Mikroorganismen eine energische 
Spaltung des H,O, bewirken“, und schlagt sogar diese H,O,-spaltende 
Kigenschaft derselben als eine makroskopische Reaktion fiir Bakterien vor. 
Beijerinck*) berichtet auch tiber die von Mikroorganismen verursachte 
H,O,-Spaltung. Ldéwenstein®) arbeitete mit den Filtraten (Pukalfilter) 
verschiedener Bakterienkulturen und konnte bei diesen auch eine ent- 
sprechende Wirkung feststellen. 

Loew®) fiihrt die Ursache der Spaltung von H,O, auf ein besonderes 
Enzym zuriick, das er Katalase nannte. Die Benennung ,,Superoxydase* 
fiir dasselbe Enzvm riihrt von Raudnitz’) her. Loew*) unterscheidet zwei 


') Fuler und Blix, H. 105, 83, 1919. 

2) Schénbein, Journ. f. prakt. Chem. S89, 323, 1863. 

3) Gottstein, Virchows Arch. f. path. Anat. 138, 295, 1893. 

*) Beijerinck, Naturw. Rundschau 8, 1893. 

5) Léwenstein, Miinch. med. Wochenschr. 50, Nr. 50, 1903. 

*) Loew, Raport Nr. 68 of U. 8. Depart. of Agricult. Washington 1901; 
Zentralbl. f. Bakt. u. Parasitenk., IT. Abtl., 7, 673, 1901. 

7) Raudnitz, Chem. u. Physiol. der Milch. Wiesbaden 1903. 

8) Loew, Zentralbl. f. Bakt. u. Parasitenk., IT. Abtl., 10, 177, 1903. 
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Arten von Katalase, eine in Wasser unlésliche und eine in Wasser lisliche 
Katalase. Eine entsprechende Einteilung fiihrte auch Jorns') spiter ein. 
indem er den Ausdruck Endo- und Ektokatalase priate. Die Ektokatalase 
wird von Bakterien in ihre Umgebung abgegeben, wogegen die Endokatalase 
erst nach ZerstGrung der Bakterien freigegeben wird. 

Neumann-Wender*) berichten 1904 iiber Hefekatalase.  Seligmann?) 
gelang es, aus der Milch einen Kokkus zu isolieren, der sehr reich an Katalase 
war. 

Die ersten Versuche, den Katalasegehalt der Mikroorganismen 
quantitativ zu ermitteln, riihren von Orla-Jensen*) und D. und M. Ry 
wosch®) her. Der erstgenannte gibt als Ma® fiir den Katalasegehalt die 
Anzah! Kubikzentimeter Sauerstoff, die unter gleichen Bedingungen 
entwickelt wird, an, ohne das geringere oder reichlichere Wachstum der 
verschiedenen Bakterien zu beriicksichtigen, ein Fehler, der in fast allen 
bis jetzt erschienenen Untersuchungen itiber Bakterienkatalase gemacht 
worden ist. Die Arbeit von Rywosch ist prinzipiell von gréBerem Werte, 
denn hier wurden die an der Wasserstoffsuperoxydspaltung teilnehmenden 
Bakterienmengen beriicksichtigt. Die auf Agar gewachsenen Bakterien- 
schichten wurden erst gewogen und darauf die in Reaktionsflaschen ent- 
wickelten Gasvolumina gemessen. Die Menge des Sauerstoffs, welche 
innerhalb derselben Zeit (6 bis 8 Stunden) durch 1 mg Bakterien entwickelt 
wird, ist als Ma® fiir den Katalasegehalt zu betrachten. Genaue Werte 
sind nach dieser Methode nicht zu erhalten, denn erstens variiert der Wasser- 
gehalt der Bakterienschichten auf Agar bedeutend und zweitens wird die 
Katalase bei verschiedenen Bakterien durch die langen Reaktionszeiten 
in verschiedenem MaBe inaktiviert, wie aus unseren Versuchen hervorgeht. 

Jorns*®) hat den EinfluB der Temperatur, der H,O,-Konzentration, 
verschiedener Reagenzien usw. auf die Bakterienkatalase untersucht, 
sowie auch mit keimfreien Bakterienfiltraten gearbeitet. Jedoch geben 
uns die schénen Untersuchungen von Jorns ,,.keine exakten Angaben iiber 
die absolute GréBe der Katalaseproduktion**, denn hier wird nicht die Menge 
der vorhandenen Bakterien, sondern die Menge der Kulturfliissigkeit be- 
riicksichtigt. Denselben prinzipiellen Irrtum begeht auch Jacoby’), indem 
er den Einflu8 verschiedener Nahrbiden auf den Katalasegehalt der Proteus- 
bakterien untersucht. Er fiihrt als wichtigstes Ergebnis an, daB ,,es erst 
zu einer kriftigen Katalasebildung kommt, wenn gleichzeitig Milchsiure 
in der Nahrfliissigkeit vorhanden ist.** 

Zu den wertvollsten Arbeiten iiber die Katalase in Mikroorganismen 
gehéren ohne Zweifel die Untersuchungen von Euler und Blix’) und Phrag- 
mén®). Die genannten Forscher haben die Katalasewirksamkeit in der 


') Jorns, Arch. f. Hyg. 67, 134, 1908. 
2) Neumann-Wender, Chem.-Ztg. 28, 300, 322, 1904. 
%) Seligmann, Zeitschr. f. Hyg. 161, 1906. 
*) Orla-Jensen, Zentralbl. f. Bakt. u. Parasitenk., I]. Abtl. IS, 211, 1907. 
5) D. und M. Rywosch, ebendaselbst, I. Abtl., 44, 205, 1907. 
®) Jorns, Arch. f. Hyg. 67, 134, 1908. 
Jacoby, diese Zeitschr. SS, 35, 1918. 
5) Euler und Blia, |. ¢. 
*) Phragmén, Medd. fran Sv. Vet. Akad. Nobelinstitut 5, Arrhenius 
Festschrift 1919. 





12 A. 1. Virtanen u. H. Karstrém: 


Hete, die Kinetik der H,O,-Spaltung und die Abhangigkeit der Spaltung 
von Py bestimmt, sowie die Einwirkung verschiedener Einfliisse auf die 
Wirksamkeit untersucht. Wegen der starken Erhéhung der Wirksamkeit 
durch Trocknen, Protoplasmagifte usw. war der Katalasegehalt in der 
Hefe quantitativ nicht zu bestimmen, 

In neuester Zeit sind Arbeiten iiber die Bakterienkatalase von Schlunk') 
und Stapp*) erschienen. Der erstgenannte ermittelt den Katalasegeha!t 
einiger Bakterien mit einer sehr ungenauen Methode und ,,lehnt den Begriff 
Ektokatalase ab, und stellt sie in die Reihe der Aggressine ein**. Der in 
mancher Hinsicht wertvollen Arbeit von Stapp fehlt es leider auch an 
Exaktheit, denn es handelt sich nur um approximative Konzentrationen 
der Bakterienaufschwemmungen bei den quantitativen Versuchen. 


Il. Methodik. 


Die Spaltung des Wasserstoffsuperoxyds durch lebende Bakterien 
verlauft nach unseren Bestimmungen, wie schon Jacoby*) mit Proteus- 
bakterien festgestellt hat, nach der Gleichung fiir monomolekulare 
Reaktionen, und die Reaktionskonstanten wachsen proportional mit 
der Bakterienzahl. Fiir die zahlenmabige Charakterisierung des Kata- 
lasegehalts der verschiedenen Bakterien ist es darum geniigend, die 
Reaktionskonstante und die Anzahl] der an der Spaltung teilnehmenden 
Bakterien zu bestimmen. Durch den Quotienten “ laBt sich 

Zellenzah! 
die Katalasewirkung der Bakterien ausdriicken. denn die Reaktions- 
konstanten der Wasserstoffsuperoxydspaltung sind von der Substrat- 
konzentration unabhangig*). 

Die Katalase hat ein sehr breites Optimum von 6,4 bis 8,05). Da 
H,O, bei alkalischer Reaktion spontan gespalten wird, sind alle unsere 
Versuche in einer Phosphatlésung vom py — 6,5 ausgefiihrt worden. 
Die Lésung war in den meisten Versuchen m/150 an Phosphat und 
n/10 an H,O,. Um die Einwirkung der Konzentration des Puffers 
und Wasserstoffsuperoxyds zu bestimmen, kamen in einigen Versuchen 
m/15 Phosphat- und n/100 Wasserstoffsuperoxydlésungen zur An- 
wendung. Die Versuchstemperatur war, wenn nichts anderes angegeben, 
| a OF 

Fiir die Bestimmung der H,O,-Spaltung wurde die Permanganat- 
methode, die nach den Angaben von Jorns®), Michaelis und Pechstein’) 


!) Schlunk, Zentralbl. f. Bakt. u. Parasitenk., I. Abt., 92, 116, 1924. 
Stapp, ebendaselbst, I. Abt., 92, 160, 1924. 

3) Jacoby, diese Zeitschr. 92, 129, 1918. 

‘) Vgl. jedoch die Versuche mit n/100 und n/10 H,O, mit B. prodigiosum. 
5) Rona und Damboviceanu, diese Zeitschr. 134, 2, 1922. 

6) Jorns, 1. ¢. 

7) Michaelis und Pechstein, diese Zeitschr. 58, 320, 1913. 
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und anderen die zuverlassigste sein soll, angewandt. Es wurde gewéhnlich 
mit n/40 Permanganatlésung unter Zusatz von verdiinnter Schwefel- 
saure titriert, weil diese Konzentration fiir uns am geeignetsten schien. 
Die Bakterienzihlung geschah direkt unter dem Mikroskop. Aus der 
mit Bakterien versetzten Pufferlésung wurden vor dem Zusatz von 
H,QO,. nach kraftigem Schiitteln, genau 5 ccm herauspipettiert und in 
eine Proberéhre, die 0.2 com Methylenblaulésung') enthielt, gebracht 
Nach dem Zusatz von | cem sterilisierter Milch?) wurde die Lésung 
einige Zeit (15 bis 30 Minuten) bei 70° gehalten, worauf nach noch- 
maligem Schiitteln 0.02 cem herauspipettiert und auf einer Oberflache 
von 20 x 24qmm auf dem Objektglas verteilt wurden. Nach dem 
Trocknen bei Zimmertemperatur geschah die Zahlung unter Anwendung 
des Skarschen Okulars. In der Regel wurden 60 Gesichtsfelder gezihlt. 

Die Bakterien wurden, wenn nicht anders angegeben, in steriler, 
geklarter, zuckerfreier Bouillon geziichtet. Aus den Kulturen wurden 
je nach dem geringeren oder starkeren Wachstum von 2 bis 5 ccm 
genommen und Pufferlésung bis 50cem zugegeben. Spater wurden 
die Kulturen zuerst zentrifugiert und die von der Nahrlésung be- 
freiten Bakterienmassen in einer Phosphatlésung aufgeschwemmt 
Die Zihlung der Bakterien war dann leichter auszufiihren und ergab 
bessere Resultate. 

Um gréBere Volumenzunahme zu vermeiden, wurde in die mit 
Bakterien versetzte, eiskalte Phosphatlésung, nach dem Heraus- 
nehmen der Probe fiir die Bakterienzihlung eine berechnete Menge 
einer konzentrierten Wasserstoffsuperoxydlésung hinzugefiigt. Fir dic 
Titrationen mit Permanganat wurden stets 5 ccm herauspipettiert. 

Was dann die Genauigkeit unserer Methode betrifft. so haben 
unsere Versuche gezeigt, dab die Bestimmung von / mit grober Exaktheit 
auszufiihren ist. Die Zellenzihlung bietet dagegen grobe Schwierig- 
keiten und gibt selbstverstiindlich niemals ganz exakte Werte. In 
dem Quotienten ° ist der Nenner daher die gréBte Fehler- 

Zellenzahl 
quelle. Da®B man jedoch eine sehr gute Konstanz fiir die Kat. f. der- 
selben Bakterie bei verschiedenen Bestimmungen findet, geht aus den 
folgenden Versuchsserien hervor. 


') Die angewandte Methylenblaulésung wurde immer frisch bereitet, 
indem 0,5cem gesittigte alkoholische Methylenblaulésung und 1 ecem 
0,02proz. KOH-Lésung gemischt wurden. Die von Skar vorgeschlagene 
Carbolmethylenblaulésung erwies sich als weniger geeignet, weil dabei fast 
immer ein feinkérniger Niederschlag das Zahlen erschwerte. Die Loef/ler- 
sche Methylenblaulésung fiirbte die Mikroorganismen zu schwach. 

2) Vgl. Virtanen, H. 184, 302, 1924. 








B. lactis amari bei Zimmertemperatur gewachsen. 


A. Il. Virtanen u. H. Karstrém: 


Versuchsserie la. 


Puffer: m/150 Phosphat. 





9 Tage alte Kultur 








7 Tage alte Kultur 











Zeit Zeit 
in Minuten n/50 KMnO, k it in Minuten nd) KMnO, k If 
com log aa r ccm log aaq—aJ 
-_ 25,9 in 26,05 = 
40 20.8 0.0238 4.3 22.2 0.0162 
8,0 17,2 0.0222 9,2 18.5 O.O1L6! 
10.5 14.9 0.0228 14,4 15.5 0.0160 
14.5 12,3 0.0223 21.3 12,7 0.0150 
19.5 9.75 0.0220 30.7 95 0.0140 
23.3 8.3 0.0212 42.3 6.7 0.0140 
Mittel 0.0224 Mittel 0.0153 
Zellenzahl: 110.10® in 1 cem. Zellenzahl: 90. 10° in 1 cem. 
k k 
Kat. f. ; 0,20 . 10—9. Kat. f. ; 0.17. 10-9, 
Zellenzahl Zellenzahl . 
2 Tage alte Kultur 2 Tage alte Kultur 
Zeit Zeit - 
in Minuten n3) KMnO, | in Minuten 9/50 KMnO, l 
com ; ecm 
— 24.8 — —_ 24.4 — 
6.38 18.7 0.018 13.0 16.5 0.018 
12,1 154 0.017 20.4 13.5 0.013 
17.8 12.6 0.017 27.8 10.75 0.013 
242 9.95 0.016 35,7 8.75 0.012 
29.6 83 0,016 49.5 6.05 0,012 
38.8 6.1 0.016 
Mittel 0.017 Mittel 0.013 
Zellenzah!: 130. 10% in 1 cem. Zellenzahl: 55.108 in 1 ecm. 
Kat. f. 0,15. 10-9. Kat. f. = 0,24. 10-9. 
3 Tage alte Kultur 2 Tage alte Kultur 
Zeit - Zeit 
in Minuten n40 KMnO, } in Minuten 40 KMnO, k 
ccm ; ccm 
— 22.2 — ~= 214 — 
35 20.75 0.0083 58 17.03 00171 
6.9 19.6 0.0079 8.8 15.3 0.0165 
98 18.6 0.0078 112 14.0 0.0164 
12.5 ag 0.0079 13.9 12,77 0.0161 
15.3 16.75 0.0080 16.7 11.51 0.0161 
17.9 15.92 0.0080 20.9 9.98 0.0160 
21.0 15.08 0.0080 24.0 90 0.0157 
26.3 8.3 0.0156 
Mittel 0.0080 Mitte! 0.0162 
Zellenzahl: 41. 10° in 1 ecm. Zellenzah!: 95.10° in 1 ccm. 





Kat. f. = 0,20. 10-9. 





Kat. f. = 


0,17 . 3O—*%. 





| 
| 
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le rsuchsse rie lb. 


Micrococcus Freudenreichii bei Zimmertemperatur gewachsen. 


Puffer: m 1501 


*hosphat. 





4 Tage alte Kultur 
Zeit 
in Minuten n 4) KMnO, in 
com 
—_— 17.4 — 
29 15.28 0.018 
55 14.0 OO17 
7.9 12.53 0.018 
10.3 11,67 0.017 
12.6 10.61 OO17 
14.8 99 0.017 
72 9.12 0.016 
Mittel OO17 
Zellenzah!: 36.10° in 1 cem. 
Kat. f. = 0,47. 10-9. 





Ve rai hse ree 


10 Tage alte Kultur 


Zeit 
Minuten n 4 K MnO, 
cem 
- 20.25 — 
40 18.53 0.0096 
73 17,1 O.0L00 
10.3 16.0 O.OL00 
12,9 15,2 0.0096 
16,2 14,1 0.0097 
19.09 1315 0.0094 
218 12,7 0.0092 
441 12.0 0.0004 
Mittel 0.0096 
Zellenzahl: 19. 10° in 1 cem. 
Kat. f. 0.5. 10-9 
le. 


B. prodiqiosum bei Zimmertemperatur gewachsen, Puffer: m 150 Phosphat. 








2 Tage alte Kultur 4 Tage alte Kultur 
Zeit Zeit - 
in Minuten n#) KMnO, } in Minuten "4 KMnO, ; 
com com 
- 21,02 —_— _ 14.85 — 
2,9 16.8 0.0336 47 9.35 0.0430 
5.1 14.1 0.0340 60 7.51 0.0430 
7.1 12.0 0.0343 0] 6.08 0.0426 
O5 10.0 0.0340 11] 49 0.0434 
11.7 8.45 0.0338 3.0 4.1 0.0430 
13.9 7.15 0.0337 15.3 3.28 0.0428 
16.4 6.0 0.0332 17.7 26 0.0427 
18,1 5] 0.0332 10.6 2,1 0.0433 
Mittel 0.0337 Mittel 0.0430 
Zellenzahl: 235.106 in 1 cem., Zellenzahl: 350.1708 in 1 eem, 
Kat. f. 0.14. 10-9, Kat, f. 0,12. 10-9, 


Wie aus den obigen und den spiter zu erwahnenden Versuchen 


hervorgeht, ist der Katalasegehalt der 
von dem Alter der Kulturen. 


Bakterien ziemlich unabhangig 


Zwar wird in Alteren Kulturen eine be- 


deutend héhere Katalasewirksamkeit pro Zelle gefunden'), aber das 
beruht auf der teilweisen Autolyse der Zellen (s. das letzte Kapitel). 


Bei sehr alten Bakterienkulturen (von etwa 1 
Zellenzihlung tiberhaupt nicht mehr in 


1) Ein Ahniiches Verhalten hat 
C. r. soe. de Biol. SS, 


Vineennet bei B. 
590; Chem. Centralbl, 1923, I11, 1036. 


Monat an) kann eine 
Frage kommen. da die Zellen 


tvphi festgestellt ; 








lt 


\. I. Virtanen u. H. Karstrém: 


Die 
Bestimmung des Katalasegehalts ist am besten mit einige Tage alten 


dann zum groBten Teil durch Autolyse zerstért worden sind. 


Kulturen auszufiihren, denn die Zellenzihlung gibt in solchen Kulturen 
die sichersten Resultate. Bei ganz jungen Kulturen, wenn die Zellen 
noch im Teilungszustand sind, ist es manchmal sehr schwer, die ein- 
zelnen Zellen zu unterscheiden. 

Es sei zum SchluB noch bemerkt, dab wir bei unseren Bestimmungen 
den von der zugesetzten Bouillonkultar oder der zentrifugierten Bak- 
terienmasse hervorgerufenen KMnQ,-Verbrauch nicht beriicksichtigt 
haben. Bei einigen Parallelproben wurde nimlich festgestellt, dab 
eine solehe Reduktion sehr minimal ist und viel langsamer erfolgt als 
die von freiem H,O, hervorgerufene. 


Ill. EinfluB der Versuchstemperatur auf die Reaktionskonstante &. 


Unsere Bestimmungen wurden in der Regel, wie schon gesagt, 


bei O° C ausgefiihrt. Die Konstanz von *& war dabei iiberhaupt sehr 


gut. Bei einigen, bei Zimmertemperatur (etwa 20°) ausgefiihrten Ver- 


suchen war eine starke Inaktivierung der Katalase zu beobachten. 


Wir fiihren einige Versuche an. 


Versuchsserie 2. 


Bakterien bei Zimmertemperatur gewachsen. Puffer: m/15 Phosphat. 








M. Freudenreichii, 5 Tage alt B. prodigiosum, 5 Tage alt 
Zeit Zeit 
in Minuten n lO KMnO, P in Minuten 1" 10 KMnQ, i 
com com 
_— 3,9 = _— 3.9 ing 
10 3.4 0.0060 15 33 0.0057 
27 3,2 0.0032 30 2.7 0.0053 
43 3.1 0.0023 50 23 0.0050 
73 3.0 0.0016 80 1.9 0.0040 
118 3.0 inaktiviert 125 1,6 0.0031 
178 3.0 ie 185 13 0.0024 


Die Werte zeigen in den beiden Versuchen ein stetiges Sinken. 


Die Inaktivierung der Katalase ist jedoch bei B. prodigiosum viel 
Wahrend der letztere nach etwa 
80 Minuten seine Wirksamkeit total eingebiiBt hat, betrigt die Inakti- 
vierung nach derselben Zeit bei B. prodigiosum nur 30 Proz. 


schwacher als bei M. Freudenreichii. 


geniigend lange Zeit folgen zu kénnen, ist es notwendig, 





IV. EinfluB der Reaktionsdauer auf die Reaktionskonstante &, 


Um der Einwirkung der Reaktionsdauer auf die Konstante / 
mit Auf- 
schwemmungen zu arbeiten, die eine relativ geringe Bakterienmenge 
enthalten. 
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Die in nachstehenden 
bei O° ausgefiihrt. 


Versuchsserie 


3a. 


Bakterien bei Zimmertemperatur gewachsen. 


Puffer: m/15 Phosphat. 





Tabellen ausgefiihrten Versuche sind alle 
Es wurde hier mit n 10 KMnQ, titriert 

















renames aes att Bhon 


. 











M. sultureus, 6 Tage alt M. flavus, © Tage alt 
Zeit Zeit 
in Minuten nl0 KMnO, , in Miantes n 10 KMnO, 
ccm ccm 
— 44 -- — 44 — 
26 3.7 0.0029 19 4.1 O.OO168 
| 3,2 0.0023 58 a7 0.0013 
11! 2,9 0.0016 108 3.1 0.0014 
171 2.6 0.0013 173 2.7 0.0012 
306 22 0.0007 971 21 o.ool2 
M. aurantiacus, 11 Tage alt M. pyogenes c-aureus, 5 Tage alt 
Zeit Zeit 
Minuten n lO KMnO, in Minuten "10 K MnO, 
con com 
— 5.2 _ — 4.9 ions 
7 4.9 0.0039 13 42 0.0052 
19 47 0.0023 44 3.2 0.0042 
7 44 0.0021 71 25 0.004] 
94 42 0.0010 134 16 0.0036 
175 40 0.0006 179 1 0.0036 
B. latericium, 4 Tage alt B. lactis viscosum, 5 Tage alt 
Zeit Zeit 
» Minuten ul0 KMnO, F in Minuten nl0 KMnQO, j 
com com 
— 54 —_— — 49 — 
9 50 0.0037 10 40 UO 0OSS 
35 44 0.0025 41 2.6 0.0067 
68 38 0.0022 71 Ls 0.0061 
118 3,0 0.0022 133 10 0.0059 
190 2.4 0.0019 178 0.6 0.0051 
B. lactis saponacei, 11 Tage alt : B. aerogenes, 44 Tage alt 
Zeit Zeit 
in Minuten o10 KMnO, k to ‘Silouten 10 K MnO, 
com ecm 
_— 5,2 _— _— 51 _- 
12 5.0 0.0014 17 48 O.0016 
45 45 0.0014 62 4.1 0.0015 
87 4.0 0.0013 140 3.5 0.0012 
176 34 0.0011 225 3.1 0.0010 
Biochemische Zeitschrift Band 161. 2 








A. I. Virtanen 


i. H. Karstrém: 





Zeit 


in Minuten 


13 
66 
136 


Bakterien bei Zimmertemperatur gewachsen. 


B. mesentericus, 4 Tage alt 


nl0 KMnO, 
ccm 
5.6 
55 
5.1 


4.9 


: B. mesentericus ruber, 43 Tage alt 
Zeit - 
k in Minuten ® 10 KMnO, t 
ecm 
_- —— 5.2 — 
0.0006 16 48 0.0022 
0.0006 63 42 0.0015 
0.0004 140 3.6 0.0011 
228 3,1 0.0010 
Versuchsserie 3b. 
Puffer: m/15 Phosphat. 








Zeit 
in Minuten 


M. candicans, 7 Taye alt 


n10 KMnO, 


ecm 


’ 


bo bo & | 
toe — s+! 


ts 


k 


0.041 
0,039 
0,032 
0.031 
0.029 


Zeit 
in Minuten n 10 KMnO, 
ceom 
— 5,1 
5 3.5 
12 2.3 
21 14 
35 06 
49 02 


M. candicans, 49 Tage alt 


I 


0.033 
0.029 
0.027 
0.027 
0.029 





Zeit 
Minuten 


5 


6 
13 
19 
24 
30 
40 


B. pyocyaneum, 7 Tage alt 


nlo0 KMnO, 


com 


, 


ee | 
~I1c' C +! 


RS } 
0.9 
OD 


k 


0.0275 
0.0275 
0.0277 
0.0267 
0.0267 
0.0264 


B. pyocyaneum, 49 Tage alt 


0.0090 
0.0084 
O.0077 
0.0071 
0.0067 


Zeit 
in Minuten n/l0 KMn O, 
com 
— 54 
ll 43 
21 3.6 
41 2.6 
58 2.1 
124 08 





Zeit 
in Minuten 


M. Freudenreichii, 7 Tage alt 


n/1l0 K MnO, 
ccm 
5,8 
44 


3.5 


h 


0.0171 
0,0169 
0,0166 
0,0154 
0,0152 
0,0120 


Versuchs 


serie 3c 


Zeit 
in Minuten n 10 KMnO, 
com 
— 54 
8 4.9 
21 4.6 
52 3.9 
132 3.3 


M. Freudenreichii, 49 Tage alt 


i 


0.0053 
0.0033 
0.0027 
00016 





Zeit 
in Minuten 


10 
19 
52 
116 
195 





B. lactis amari, 2 Taye alte Kultur 


n/l0O KMnO, 


com 


5.0 
4.6 
44 
38 
28 
21 


k 


0,0036 
0,0029 
0.0023 
0),0022 





0.0019 


B. prodigiosum, 2 Tage alte Kultur 


Zeit 
in Minuten n/l0 KMnO, k 
com 

— 5.0 — 
8 48 0.0022 
21 4.5 0,0022 
54 40 0.0018 
117 3.4 0.0014 
196 28 0.0013 
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Quantitative Enzymbestimmungen. I. it 





B. lactis amari, 7 Tage alte Kultur 


B. prodigiosum, 6 Tage alte Kultur 














Zeit Zeit 
in Minuten n/10 KMnO, j in Minuten nl0 KMnO, j 
ccm ccm 
— 5,7 _- — 44 — 
9 4.6 0.0103 16 3.9 0.0033 
20 3.6 0,0100 57 29 0,0032 
25 33 0.0100 117 20 0.0029 
40 23 0,0099 172 14 0,0029 
57 1,55 0,0099 267 08 0,0027 
80 09 0.0100 
; B. lactis amari, 16 Tage alte Kultur ; B. prodigiosum, 16 Tage alte Kultur 
Zeit Zeit 
in Minuten n 10 KMnO, n in Minuten nl0 KMnO, i 
com com 
_- 45 — — 44 -- 
6 3.5 0.0229 7 3.1 0.0217 
ll 2,5 0.0258 12 23 0.0237 
17.5 17 0.0257 18 15 0.0260 
23,5 11 0.0267 23 09 o209 
32 O7 0.0261 33 O5 0.0286 
B. lactis amari, 41 Tage alte Kultur B. prodigiosum, 41 Tage alte Kultur 
Zeit Zeit 
in Minuten n/l0 KMnO, k in Minuten n 10 KMnO, r 
com com 
— 5.1 —- ~ 5.2 - 
10 2.8 0.0260 ll 4.1 0.0094 
37 0.4 0.0299 38 2.2 0.0098 
54 0.1 0.0316 61 13 0.0099 
86 07 OOL01 
132 02 O.O107 


Bei den obigen Versuchen war die Phosphatlésung m/15 und, 
wie aus dem fiinften Kapitel hervorgeht, wirkt diese Salzkonzentration 
schon inaktivierend auf die Katalasewirksamkeit der Bakterien. Trotz- 
dem sind die Resultate aus den Versuchsserien in mancher Hinsicht 
interessant. Die Versuchsserie 5a zeigt uns, dal die Inaktivierung 
der Katalase bei verschiedenen Bakterien verschieden schnell vor sich 
geht. Die Konstante ist wihrend des Reaktionsverlaufs nur sehr wenig 
bei M. flavus, B. lactis viscosum, B. lactis saponacei und B. aerogenes 
gesunken, sehr stark dagegen bei M. sulfureus und M. aurantiacus 
In der Versuchsserie 5b sind die k-Werte bei jungen und alten Kulturen 
derselben Bakterien miteinander verglichen worden. Bei alten Kulturen 
von B. pyocyaneum und M. Freudenreichii ist eine starkere Inakti 
vierung des Enzyms bemerkbar als bei entsprechenden jungen, bei 
M. coronatus scheint es dagegen umgekehrt zu sein. 
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Die Versuchsserie 5c gibt uns Auskunft iiber die Veranderungen 
der Reaktionskonstante mit dem Alter bei den Kulturen von B. lactis 
amari und B. prodigiosum. Bei den 2 Tage alten Kulturen hat eine 
bedeutende Inaktivierung des Enzyms stattgefunden, bei den 7 und 
6 Tage alten Kulturen ist die Konstante ziemlich unverindert geblieben, 
um bei den 16 Tage alten Kulturen ein schwaches Ansteigen mit der 
Reaktionsdauer zu zeigen. Bei den 41 Tage alten Kulturen tritt 
besonders bei B. lactis amari das Ansteigen der Konstante deutlich 
hervor. 

Eine geniigende Erklairung fiir diese Verhaltnisse laBt sich kaum 
finden. Doch belehren sie uns dariiber, da’ man die Katalase- 
bestimmungen im Laufe einer kurzen Zeit ausfiihren mu, um konstante 
und vergleichbare /k-Werte zu erhalten. 


\. Einflu6B der Puffer- und H,O,-Konzentrationen 
auf die Reaktionskonstante &, 


Dab die Katalase bei stirkeren Wasserstoffsuperoxydkonzen- 
trationen leicht inaktiviert wird, ist eine bekannte Tatsache. Es scheint 
jedoch, daB die Katalasen von verschiedener Herkunft und Reinheits- 
grad nicht die gleiche Empfindlichkeit gegen H,O, zeigen. Euler’) 
erhalt eine gute Konstante erster Ordnung bei n/20 H,O, und 0°, 
Senter*) bei m/80 H,O, und 0°, Hennichs*), der mit Leberkatalase 
von sehr hohem Reinheitsgrad gearbeitet hat, findet ein schwaches 
Fallen der Konstante bei 0,01619n H,O,. 

Beziiglich der Pufferkonzentration empfehlen Michaelis und 
Pechstein*) Acetatmischungen von n/200, da die Salzwirkung bei 
starkerer Konzentration oder bei Anwendung von Phosphat eintritt. 
Rona und Damboviceanu®) erhalten keine Salzwirkung mit n/150 
Phosphat. 

Um den EinfluB der Konzentration von H,O, und Puffer auf 
die Katalasewirksamkeit der Bakterien zu bestimmen, haben wir 
Versuche mit n/10 und n/100 H,O, sowie m/15 und m/150 Phosphat 
ausgefiihrt. Die Bakterien wurden hierbei nicht gezahlt, die Parallel- 
versuche von denselben Bakterien enthalten jedoch dieselbe Anzahl 
Bakterien, so daB die *-Werte miteinander vergleichbar sind. 


!) Kuler, Hofmeisters Beitr. 7, 1, 1906. 

*) Senter, Zeitschr. f. physik. Chem. 44, 157, 1903; 51, 673, 1905. 
3) Hennichs, diese Zeitschr. 145, 289, 1924. 

*) Michaelis und Pechstein, 1. ¢. 

5) Rona und Damboviceanu, |. ¢. 
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Versuchsserie 4a. 





M. Freudenreichii bei Zimmertemperatur gewachsen. Puffer: m/15 Phosphat. 


21 Tage alte Kultur. 














Puffer: m ‘150 Phosphat. 


n 10 H,O, n 100 Hy, O, 
Zeit Zeit 
in Minuten n lo KMnO, in Minuten n SO KMnO, 
ccm com 

— 5.25 - - 3,2 — 

9 3.0 0.0270 7 18 0.0357 
16 22 0.0236 12 12 0.03855 
23 145 0.0243 17 10 OS1L0 
31 aos 0.0264 23.5 Os 0.0256 
40 0.65 0.0227 29 0.7 0.0239 
D4 O4 0.0210 06 

Puffer: m/150 Phosphat. 
0” HL.O : 1m HLO 
Zeit — “ Zeit ss . 
in Minuten nlOKMnO, F in Minuten n 3) KMnO, j 
ccm om 

— 5.0 - — 3.2 

7. 3.1 0.0276 7 19 0.0323 
14.5 2.2 0.0246 12 13 0.0326 
22.5 1.35 0.0252 17 1,05 0.0285 
30.5 1.05 0.0222 24 OSS 0.0240 
39 0.65 0.0227 32 07 0.0206 
51 O35 0.0226 42 O06 OO1LTS 

Versuchsserie 4b. 
M. Freudenreichii bei Zimmertemperatur gewachsen. 3 Tage alte Kultur. 





Zeit 
in Minuten 


n 10 H,O, 


n40 KMnO, 


ccm 


20.6 
17.75 
16,45 
15.35 
143 
13,2 
12.4 
%4 
8.9 


Zeit 
in Minuten n 4) KMnO, 
com 
a ile 2.13 
0.0134 2,1 20 
0.0135 44 1.82 
0,0130 74 1.65 
0.0127 10.1 1.48 
0.0124 27 1.35 
0.0121 16 1.23 
0.0110 19.5 1.05 
0.0108 24.7 09 





n lw HO 


OOLse 
OOLSS 
O.o1L49 
O.O1S6 
OOLSS 
O.0OL49 
O.O1LS7 
OO1S1 
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Versuchsserie 4c. 


B. prodigiosum bei Zimmertemperatur gewachsen. 25 Tage alte Kultur. 


Puffer: m/150 Phosphat. 








Zeit a/t0 1,0; Zeit WED He Or 
in Minuten || 240 KMnO, P in Minuten | 140 K MnO, k 
ccm com 

-- 16,8 -- - 1,52 — 
2,5 15,15 0,0180 2,1 13 0.0323 
4.38 13.8 0.0178 4.6 Ll 0.0305 
8.0 12.35 0.0167 7,1 0,93 0.0300 
10,2 11,18 0.0173 9.6 O8 0.0290 
12,7 9.98 0.0178 11,8 0.65 0.0312 
15,2 915 00173 13,8 0,55 0.0320 

17.3 8.0 0.0186 15,9 0.47 0,0320 
19.4 7,23 0.0188 17,8 | 0.4 0.0326 
-—- — — 20.7 0.33 0.0320 


Versuchsserie 4d. 


Bb. prodigiosum bei Zimmertemperatur gewachsen. 3 Tage aite Kultur. 


Puffer: m/15 Phosphat. 











pa n 10H, QO, P n 100 HO, 
Zeit — Zeit 2V2 
in Minuten nS) KMnO, i in Minuten | 02 5) KMnO, } 
cem com 
— 24.0 _ — 2,7 — 
1] 19.8 0.0076 3.5 2.4 0.0146 
18 18.4 0.0064 75 2,2 0.0119 
32 15.6 00,0058 13,5 18 0.0130 
49.5 12,8 0.0056 25,5 14 0,0112 
76 95 0.0053 315 1,2 0.0112 
113 64 0.0051 46.0 O85 0,0109 
161 3.9 0.0049 66.5 0.6 0.0100 
Puffer: m/150 Phosphat. 
Zeit n 10 H,O, _— n 100 H,O, 
in Minuten | n 50K MnO, k in Minuten i} n5OK MnO, k 
com | ccm 
— 24.5 — _- 2.65 — 
6.3 22.5 0.005 87 4 2.4 0.0108 
16 19.7 0,005 92 7 2.2 0.0115 
27 17,2 0.005 69 15 17 0,0120 
35 15.6 0,005 60 27 1,4 0,0103 
48,5 13.3 0.005 47 35 115 0.0104 
85 9,2 | 0,005 00 42 10 0.0101 
121 6.2 0,004 93 60 07 0.0096 
170 3.4 | 60,005 01 —- = — 
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Versuchsserie 4e. 


B. lactis amari bei Zimmertemperatur gewachsen, 21 Tage alte Kultur. 
Puffer: m/15 Phosphat. 











i 
Zeit n 10 H,Q, Zeit n 100 H,O 
in Minuten nl KMnO, k in Minuten | 9 100 KMnO, 
ecm com 

— 5.1 — —_ 3.6 - 

3 3.7 0.0465 5 2.3 0.0380 

8 2,5 0.0387 95 17 0.0343 
16 1.4 0.0351 13 1.4 0.0316 

10 0.0337 20 12 0.0239 
a) O4 0.0316 38 OS O.0172 
42 03 0.0293 —_— — 
Puffer: m/150 Phosphat. 
Zeit n10 H,O, Zeit n 100 Hy Oy 
in Minuten n 10 KMnO, i in Minuten | 2 50 KMnQ), 
com ccm 
-- 50 - — 28 - 

4 3.7 0.033 4 2.0 0.037 
Il 2.3 0.031 + 15 0.030 
19 13 0.031 14 1,1 0.029 
26 Os O.031 19 oo 0.026 
36 OA 0.030 22 OS 0.025 
43 02 0.032 29 0.6 0.023 





Versuchsserie 4f. 
B. lactis amari bei Zimmertemperatur gewachsen. 2 Tage alte Kultur. 
Puffer: m/150 Phosphat. 








Zeit n 10 HzO, Zeit n/100 Hy, Os 
in Minuten n4) KMnO, lk in Minuten n40 KMnO, , 
= ccm 
<r 214 — — 22 a 
58 17,03 OO1L71 3,1 1.95 0.0175 
8.8 15,3 0.0165 64 17 00178 
11,2 14,0 0,0164 9,2 153 0.0173 
13.9 12,77 0,0161 12,3 1,33 0.0179 
16,7 11,51 OO! 15.3 1.2 0.0173 
20,9 9,98 0.0160 18.5 1.08 0.0168 
24.0 9.0 0.0157 222 0.98 0/0160 
26.3 8,3 0.0156 26.3 O8 0.0167 


Aus den obigen Versuchsserien geht hervor, dal konstantere 
k-Werte mit m/150 Pufferlésungen erhalten werden als mit m 15 
Die Salzwirkung ist jedoch nicht sehr stark, m/150 Phosphat iibt iiber- 
haupt keine Salzwirkung mehr aus. 

Die von uns angewandten H, O,-Konzentrationen, n/10 und n/ 100, 


rufen bei M. Freudenreichii und B. lactis amari keine nennenswerte 
Einwirkung auf die Reaktionskonstanten hervor. Die Reaktions- 
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konstante ist also unabhangig von der Substratkonzentration. Bei 
B. prodigiosum sind die k-Werte dagegen in n 100 H,O,-Losungen 
etwa doppelt so groB als in n 10 H,O,-Lésung. Eine geniigende Er- 
klirung fiir diese Erscheinung ist schwer zu finden. Vielleicht steht 
das bei B. prodigiosum oftmals konstatierte und im Kapitel LV schon 
erwihnte Ansteigen der Reaktionskonstante mit der Reaktionsdauer 
auch im Zusammenhang mit der Verminderung der H,0,-Konzen- 


tration wahrend des Versuchs. 


VI. Einflu8 derWachstumstemperatur auf den Katalasegehalt einiger Bakterien. 

Um die Einwirkung der Wachstumstemperatur auf die Katalase- 
bildung in Bakterien zu ermitteln, wurden Parallelbestimmungen mit 
den bei Zimmertemperatur (etwa 20°), 27 und 37° gewachsenen Kulturen 











ausgefiihrt. 
| % rsuchsse rie $. 
Puffer: m/150 Phosphat. 
M. Freudenreich?i. 
Zeit 3 Tage bei 27° gewachsene Kultur Zeit 3 Tage bei 37° gewachsene Kultur 
in Minuten n 40) KMnO, P in Minuten n 4) KMnO, 
com ccm 
— 20.6 — — 20.3 — 
$8 17,75 0.0134 8.9 17.65 0.0068 
7,2 16,45 0.0135 19.8 14.65 0.0071 
98 15,35 0.0130 26.7 13,2 0.0070 
12.5 14.3 0.0127 43.4 10,35 0.0067 
15.6 13,2 0.0124 56.3 8.55 0.0066 
18.2 12.4 OOL121 75,7 64 0.0066 
Mittel 0,0128 Mittel 0.0068 
Zellenzahl: 29.10% in leem. Zellenzahl: 18. 10° in leem. 
Kat. ?. 0,44. 10-9, Kat. f. 0,38 . 10-9. 
(Kat. f. bei 20° 0,49. 10-9). 
B. Zoptii, 
10 Tage bei Zimmertemperatur 5 Tage bei 37° gewachsene 
Zeit gewachsene Kultur Zeit Kultur 
in Minuten n 40 KMnO, ; in Minuten n#) KMnO, 
ccm ccm 
-— 20.1 — _— 23,25 — 
4.38 17.9 0.0104 175 20.0 0.0037 
10, 16,1 0.0096 28.9 19.4 0.0027 
15.4 14.63 0.0090 44.7 17.95 0.0025 
20.6 13.5 0.0084 544 17,5 0.0023 
27.4 12,1 0.0080 69.9 16.6 0.0021 
33.4 10,98 0.0079 133.5 14.2 0.0016 
39.1 10.07 0.0076 
Mittel 0.0087 Mittel 0.0025 
Zellenzahl: 14.10° in 1 cem. Zellenzahl: 15.10° in 1 cem. 
Kat. f. 0,62 . 10-9, Kat. f. O17. 10-9 
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RB. pf odiqiosu ”. 








Zeit 3 Tage bei 27° gewachsene Kultur Zeit 2 Tage bei 37° gewachsene Kultur 
in Minuten n4) KMnO, } in Minuten 14 KMnO, 
com com 
18.15 — — 220 om 
2,3 16.8 0.0146 29 21,77 O.0O15 
48 15.5 0.0143 68 215 0.0014 
7.6 14,1 0.0144 12.6 21,3 0.0011 
98 13.1 0.0144 19.7 20.85 0.0012 
119 12,2 0145 40.6 19.9 0.0011 
14,1] 113 0.0146 44.5 19.6 0.0011 
16,1] 104 0.0150 56,5 19.0 0.0011 
21.2 8.7 O.OL50 63.4 18.5 0.0012 
Mittel 0,0146 Mittel 0.0012 
Zellenzahl: 155.10* in leem. Zellenzah! '): etwa 20. 10* in I] cem. 
Kat. f. = 0,09. 10-9, Kat. f. = 0,06. 10-9, 


Kat. f. bei 20° 0,13. 10-9, 


Wie aus den obigen Versuchen hervorgeht, hat die Wachstums 
temperatur auf die Katalasebildung der verschiedenen Bakterien nicht 
in eindeutiger Weise eingewirkt. Die Vergleichung der Kat. f. von 
den bei Zimmertemperatur gewachsenen Bakterien mit denjenigen 
bei 27 und 37° gewachsenen zeigt, dal die hGhere Wachstumstemperatut 
bei M. Freudenreichii keine nennenswerte Einwirkung auf die Kat. f. 
ausgetibt hat, dab dagegen bei B. Zopfii eine Wachstumstemperatur 
von 37° eine bedeutende Verringerung der Kat. f. hervorgerufen hat. 

Was die Katalasebildung bei B. prodigiosum anbetrifft, so ist d™ 
interessante Tatsache zu konstatieren, daB die Kat. f. der bei Zimmer- 
temperatur gewachsenen Bakterien bedeutend héher ist als derjenigen 


bei 37° gewachsenen, obwohl die Zellen bei 37° vielmal gréBer als bei 
20° waren. Der Katalasegehalt der Bakterien scheint unabhangig 


von der ZellengréBe zu sein. 


VIL. Versuche zur Aktivierung der Katalase in Bakterien. 


Die interessanten Befunde von Euler und Blix iiber die Ver 
starkung der Katalasewirkung in Hefezellen durch Protoplasmagifte 
Trocknen an der Luft und Erwarmen haben uns veranlabt. das Ver- 
halten der Bakterien in dieser Hinsicht zu untersuchen.  Fiir unsere 
quantitative Katalasebestimmung sind diese Eingriffe namlich von 
entscheidender Bedeutung. Wird die Katalasewirksamkeit durch 
aiuBere Einfliisse erhéht, so kann natiirlich von einer konstanten Kat. f. 
bei den Bakterien nicht die Rede sein. 


1) Die Form und GréBe der Zellen variierte sehr. Die Zellen waren zum 
gréBten Teil vielmal langer als die bei Zimmertemperatur gewachsenen 
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Unsere Versuche zur Aktivierung der Katalase wurden mit 
M. Freudenreichii und B. prodigiosum, welche nach den friiher erwahnten 
Versuchen beziiglich der Inaktivierung der Katalase ein verschiedenes 
Verhalten zeigen, ausgefihrt. 


1. Kinwirkung von Protoplasmagijten auf die Katalasewirkung der Bakterien. 

Als Protoplasmagifte kamen bei unseren Versuchen, welche sowohl 
mit jungen als mit alten Kulturen ausgefiihrt wurden, Chloroform 
und Xylol zur Anwendung. Auber dem Kontrollversuch wurden mit 
jeder Bakterie zwei Bestimmungen in Gegenwart von Protoplasmagift 
angestellt. Bei der einen wurde das Protoplasmagift einige Minuten 
vor der Ausfiihrung der Bestimmung zugesetzt, bei der anderen liel 
man das Gift etwa 20 Stunden bei 0° auf die Bakterienemulsion ein- 
wirken. Die k-Werte sind in den Versuchen mit derselben Bakterie 
von demselben Alter miteinander vergleichbar, denn die Bakterien- 
anzahl war dieselbe. 

Versuchsserie 6. 


M. Freudenreichii. 








28 Tage alte Kultur ohne 


3 Tage alte Kultur obne 





Zeit Chloroform Zeit Chloroform 
in Minuten n40K MnO, ; in Minuten n 40 KMnO, : 
com com 
= 244 — — 20.6 
9 21.6 0.0059 45 17.75 0.0134 
20.9 19.5 0.0047 7,2 1645 0.0135 
36,9 17,85 0.0037 98 15.35 0.0130 
64.8 15.3 0.0031 12.5 14,3 0.0127 
104.1 12.9 0.0026 15,6 13,2 0,0124 
128.2 11,65 0.0025 18,2 12.4 0.0121 
31.1 94 O.OLLO 
33,8 8.9 0,0108 
Mittel 0.0038 Mitte! 0,0126 
28 Taye alte Kultur mit 1 com 3 Tage alte Kultur mit 1 ccm 
Zeit Chloroform Zeit Chloroform 


in Minuten 


2.8 
14.5 
25.6 
355 
52,2 
73,6 

104.3 
108.8 


n40 K MnO, 


com 


20.95 
20,35 
18,2 
17,05 
16,2 
15,2 
14,1 
12,7 


12,45 


Mittel 


0.0045 
0.0042 
0,0035 
0,0034 
0.0027 
0,0023 
0.0021 
0.0021 


0.0031 





N ~ - : 
in Minuten n40 KMnO, 


com 
— 18.05 
2.3 16,75 
5,2 155 
77 14.6 
10.2 13,83 
12,7 12,98 
16,0 12,07 
18,7 11,4 
21,2 10,8 
25.5 9,85 
Mittel 


0.0141 
0.0127 
0.0120 
0.0113 
0.0112 
0.0110 
0.0107 
0.0105 
0.0103 


OO1T5 
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28 Tage alte Kultur mit | com 


3 Tage alte Kultur mit 1 com 

















——— 








: 
: 
j 
4 


Chloroform, Einwirkung etwa ' Chloroform, Einwirkung etwa 
Zeit Zeit 
20 Stunden 20 Stunden 
in Minuten in Minuten 
n/40 KMnO, k n 4) KMnO, F 
ecm ccm 
— 21,05 — 18,9 
4,2 20,5 00027 25 17,5 0.0133 
14.8 18,8 0,0033 5.1 16.3 0.0126 
28.8 17,8 0.0025 75 15.2 0.0126 
43,8 16,75 0.0023 10,0 14.23 0.0123 
67,3 15,7 0,0019 12,7 13,2 0.0122 
109.9 14.0 00016 15,1 12.43 0.0120 
182.8 11,2 0,0015 19.9 11,02 O.OLIS 
23.0 103 OOLLS 
Mittel 0,0023 Mittel ON123 
B. prodigiosum. 
15 Tage alte Kultur ohne 3 Tage alte Kultur ohne 
Zeit Protoplasmagitt Zeit Protoplasmagitt 


in Minuten 


n40 KMnO, 





N 
in Minuten n40 KMnO, 





k 
com com 
_- 19,3 —_ — 18.15 - 
3,2 18,3 0.0072 23 16.8 0.0146 
92 16,3 0,0079 48 155 0.0143 
16.5 14.6 0.0073 7.6 14.1 0.0144 
22 13,1] 0.0077 98 13,1 0.0144 
32 10.9 0.0078 119 122 0.0145 
45.5 8.4 0.0079 14.1 113 0.0146 
58,8 6.6 0.0079 16,1 10.4 0.0150 
102.6 2,75 0.0082 212 8.7 0.0150 
Mittel 0.0077 Mittel 0.0146 
15 Tage alte Kultur mit 1 ccm 3 Tage alte Kultur mit 1 ccm 
Zet Chloroform Zeit Chlorotorm 
in Minuten n40 KMnO, in Minuten n40 KMnO, ; 
com ; com 
-- 19.75 — — 17.35 _ 
8.6 17.0 0.0076 2.7 15.8 0.0150 
17.5 14.8 0.0072 54 14,4 0.0150 
27,7 12.5 0.0071 7,7 13,3 0.0150 
374 10.5 0.0073 10.0 12.4 0.0146 
48.2 88 0.0073 12.4 11,25 OO151 
56.8 75 0.0074 16.4 98 OOS! 
67 6.1 0.0076 19.1 8.7 0.0156 
76,6 4.9 0,0079 23,1 7.2 0.0165 
Mittel 0.0074 Mittel 0,0152 

















28 A. 1. Virtanen u. H. Karstrém: 
15 Tage alte Kultur mit 1 com 3 Tage alte Kultur mit 1 ccm 
Chloroform, Einwirkung etwa ini Chloroform, Einwirkung etwa 
Zeit : Zeit 
20 Stunden 20 Stunden 
in Minuten in Minuten 
n40 KMnO, on 4) KMnO, F 
com com 

- 21,8 — - 20,2 a 

86 20.2 0.0092 26 18.83 0.0120 

7,2 19.0 0.0083 54 17,15 0.0131 
124 17,25 0.0082 8.1 15.68 0.0136 
23,9 14,4 0.0075 10.9 14.2 0.0140 
32 12.3 0.0078 13.8 12.4 0.0153 
39.6 10,3 0.0082 16.5 11,05 0.0158 
47.5 85 0.0086 18.8 9,75 0.0168 
71 4.25 0.0100 22.3 79 0,0182 

Mittel 0,0085 Mittel 0,0149 
15 Tage alte Kultur mit 1 com 15 Tage alte Kultur mit 1 com 
Zeit Xylol Zeit Xylol, Einwirkung etwa 20 Stdn 
in Minuten n4) KMnO, ; in Minuten n40 KMnO, 
com com 
18.3 — — 22,15 — 

8] 159 0.0075 3,7 20.9 0.0068 
16 13.65 0.0080 10,2 18,35 0.0080 
27,2 11,3 0.0077 17,4 16,25 0.0077 
36.3 9.45 0.0079 25.1 14.25 0.0076 
47.1 71 0.0085 33,1 12,15 00079 
DD 4 6.0 0.0087 38.4 10.4 00085 
66.1 4.6 0.0091 51,2 7,7 0.0090 
75.6 3. 0.0098 62.9 5.2 0.0100 

Mittel 00084 Mittel 0.0082 








Durch die Protoplasmagifte wird also keine Erhéhung der Katalase- 
wirkung erreicht. Eine nennenswerte Inaktivierung hat auch nicht 
stattgefunden. Das stimmt vollstandig mit dem Befunde von Jacoby') 
iiberein, der innerhalb 22!, Stunden mit Toluol keine Schwachung 
der Katalasewirkung bei Proteusbakterien feststellen konnte. Sfapp*) 
hat dagegen — allerdings mit einem Chloroform-Acetongemisch bei 
B. prodigiosum bereits innerhalb 5 Stunden eine bedeutende Inakti- 
vierung der Katalase konstatiert. 

2. EinjluB des Erwdrmens auf die Katalasewirkung der Bakterien. 

Versuche iiber die Einwirkung des Erwirmens auf die Bakterien- 
katalase sind friiher von Jorns*) und Stapp ausgefiihrt worden. Jorns 
arbeitete mit keimfreien Filtraten von B. prodigiosum und konnte 








') Jacoby, |. ¢. 
*) Stapp, |. c. 
3) Jorns, |. e. 
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eine allmahliche Inaktivierung durch langeres Erhitzen schon bei 55° 
feststellen. Das Erhitzen bei 70° zerstért nach ihm in 30 Minuten 
das Enzym vollstandig. Nach Stapp wird eine vollige Inaktivierung 
der Katalase bei B. prodigiosum bei 80° in 15 Minuten erreicht. 

Nach Euler und Blix ruft eine !.- bis 2stiindige Erwarmung auf 
etwa 55 bis 63° eine 20- bis 30fache Aktivierung der Katalasewirkung 
bei der Hefe hervor. 

Das Verhalten der Katalase in Bakterien gegen Erwarmung wurde 
in einigen Versuchsserien untersucht, wobei die Bakterienemulsionen 
in m 150 Phosphatlésung | Stunde auf 45 bis 65° erwarmt wurden. 
Die Bakterienanzah] in denselben Serien war dieselbe, so daB dic 
k-Werte miteinander vergleichbar sind. 


Versuchsserie 7a. 











B. prodigiosum, 4 Tage alte Kultur. | M. Freudenreichii, 4 Tage alte Kultur. 
1. Kontrollversuch ohne 1. Kontrollversuch ohne 
Zeit Lrwarmen Zeit brwarmen 
in Minuten n 40 KMnO, in Minuten n 40 KMnO, 
com com 
— 14.85 -- — 17.40 _ 
47 935 0.0430 29 15.38 O.OLS4 
69 751 0.0430 55 14.00 0.0171 
91 6,08 00426 79 12,53 O.O180 
11,1] 4.90 0.0434 10.3 11,67 O.OL70 
13,0 4,10 0.0430 12.6 10.61 O.OLT0 
15.3 3.28 0.0428 14.8 9.90 OO17T0 
17,7 2.60 0.0427 7.2 9,12 0.01638 
19.6 2.10 0,0433 
Mitte! 0.0430 Mitte! 0.0173 
Zellenzaht: 350.10° in Lleem. Zellenzahl: 36.108 in Leem. 
2. 1 Stunde bei 50° erwarmt 2. 1 Stunde bei 5° erwarmt 
Zeit : Zeit 
in Minuten n 4) K MnO, k in Minuten n4) KMnO, I 
com com 
— 14.53 — — 18.01 — 
19 11,35 0.0564 24 16,60 O.O147 
45 8.37 0.0532 44 15,50 0.0148 
65 65 0.0537 6.6 14.56 0.0140 
8&3 5,25 0.0532 8.8 13,72 0.0134 
104 4.10 0.0528 115 12,82 0.0128 
12.2 3,28 0.0530 13.8 12.00 0.0127 
14.2 240 0.0550 16,1 11,32 0.0125 
16,4 1,80 0.0553 18.6 10.70 OO121 
18,3 1,33 0.0567 21,2 1O15 OO] 
20.6 0.90 0.0586 
Mittel 0,0548 Mitte! 0.0132 
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H. Karstrém: 
































3. 1 Stunde bei 55° erwarmt I 3. 1 Stunde bei 55° erwarmt 
Zeit Zeit 
in Minuten n40 KMnO, k in Minuten | "40 KMnO, F 
com ccm 
= 14,22 — 17,80 — 
24 10,58 0.0535 2.7 16.20 0.0150 
4.4 8,42 0.0517 5.0 15,10 0,0143 
6.0 7.05 0,0508 74 14.11 0.0136 
7.9 5.65 0.0507 9.6 13,47 0.0126 
98 4.46 0.0513 11,9 12,75 0.0122 
11,6 3,62 0.0512 14,1 12.13 0.0118 
13.6 2.78 0.0521 16,1 11,61 0.0115 
15.3 2.26 0.0518 18,4 11,05 0.0112 
Mitte! 0.0516 Mittel 0,0128 
4. 1 Stunde bei 60° erwarmt ’ 4. 1 Stunde bei 60° erwarmt 
Zeit Zeit 
in Minuten n+akK MnO, k in Minuten n40 Kk MnO, j 
com com 
— 16,10 a a 18.00 ia 
2.2 13,14 0.0401 26 16,68 0.0127 
47 10,83 0.0366 5,2 15,76 00111 
70 9.21 0.0347 78 14.85 0.0107 
9,2 7,73 0.0346 10,2 14,11 0,0103 
11,7 6,42 0.0341 12.5 13,50 0.0100 
13.9 5.37 0.0343 14.8 13,00 0,0096 
164 4.35 0.0346 16.9 12,43 0.0095 
18.9 3,58 0.0345 19,2 11,90 0.0093 
21.0 2.90 0.0354 214 11,38 0.0093 
23.5 2.32 0,0359 
Mittel 0.0355 Mittel 0.0103 
\ 5. 1 Stunde bei 65° erwarmt ; 5. 1 Stunde bei 65° erwarmt 
Zeit Zeit 
in Minuten n4) KMnO, k in Minuten n40 KMnO, k 
ccm com 
-- 16,92 — 18,80 - 
28 15.07 0.0179 2,7 18,10 0.0061 
49 13,82 0.0179 5.2 17.56 0.0059 
7. 12.78 0.0167 7.6 17,15 0.0052 
9.6 11,71 0,0167 10.1 16.77 0.0049 
11.8 10.82 0.0165 12.3 16,42 0.0047 
14.3 9.91 0,0162 15.5 16.00 0.0045 
19,1 8,42 0.0159 18.2 15,70 0.0043 
20,0 786 0.0159 22.5 15,18 0.0041 
25,4 14,80 0,0041 
Mitte! 0.0167 Mittel 0.0049 
Die Versuche zeigen, daB eine starkere Inaktivierung der Katalase 


bei den beiden Bakterien erst bei 65° eintritt. 
ist eine ganz schwache, bei M. Freudenreichii keine Aktivitatserhéhung 


Bei B. prodigiosum 





i 
5 
: 
: 
| 
: 
; 

















| 


: 





Quantitative Enzymbestimmungen. I, $l 


durch Erwarmen auf 50 und 55° zu beobachten. Da es méglich war, 
daB eine Erwirmung auf andere Wiarmegrade iiber und unter 50° 
starkere Aktivierung hervorruft, wurde eine neue Versuchsserie mit 
B. prodigiosum angestellt. 


Versuchsserie 7h. 


B. prodigiosum. 








Kontrollversuch ohne Erwarinen 1 Stunde bei 45° erwarmt 
Zeit Zeit 
in Minuten n 40 KMnO, i in Minuten n40 KMnO, 
ccm ccm 
—_ 16,05 _ -- 15.9 _— 
2.4 13,82 0.0312 3 13.4 0.0248 
5.6 11.6 0.0252 55 11.75 0.0239 
8.4 99 0.0250 8.3 99 0.0248 
108 8.6 0.0251 1! 8.41 0.0251 
13.6 7.3 0.0251 13.9 7.16 0.0249 
165 6,02 0.0258 17.4 57 0.0256 
18.8 5.2 0.0260 20.8 4,62 0.0258 
22.5 4.1 0.0263 23,2 4.02 0.0258 
Mittel 0.0262 Mitte] 0.0251 
; 1 Stunde bei 47,5° erwarmt : 1 Stunde bei 52.5° erwarmt 
Zeit Zeit 
in Minuten n40 KMnO, } in Minuten n40 KMnO, 1 
cem com 
os 15,88 = _ 16.1 — 
2.7 13.87 0.0220 28 13.78 0.0241 
6,1 11,91 0.0237 5.7 11.87 0.0232 
96 10.0 0.0210 8 10.3 0.0243 
12.4 8.45 0.0221 10.9 8.8 0.0241 
15.6 7,2 0,0220 13.6 7,55 0.0241 
19 5.98 0.0223 15.9 6.38 0.0252 
22.4 4.9 0.0228 19.9 5.0 0.0255 
24.9 4.13 0.0234 22.1 3 0.0264 
Mittel 00,0224 Mittel 0.0246 





In den obigen Versuchen hat das Erwarmen auf 45 bis 52.5° die 
Aktivitat nicht um das geringste erhéht. Zusammenfassend kann 
man also sagen, daB bei den untersuchten Bakterien keine Aktivierung 
der Katalase durch Erwirmen erreicht worden ist. 


3. EinfluB der Trocknung der Bakterien auf die Katalasewirkung. 


Zur Herstellung der Trockenpraparate von verschiedenen Bakterien 
wurden die Bouillonkulturen von den resp. Bakterien zentrifugiert, 
die abgeschiedenen Bakterienmassen mit Wasser gewaschen und dann 
auf einem porésen Tonteller getrocknet. Aus der feuchten Bakterien- 





A. 1. Virtanen u. H. Karstrém: 


masse wurden jedoch vor dem Ausbreiten auf Tonteller abgewogene 
Mengen 1. zur Trockensubstanzbestimmung, 2. zur Bakterienzahlung 
und 3. zur Katalasebestimmung genommen. Nach dem Trocknen 
ist es unmdglich, eine homogene Bakterienemulsion zu erhalten und 
die Bakterien zu zihlen. Wenn aber der Wassergehalt und die Bakterien- 
zahl in der feuchten Bakterienmasse bekannt sind, kann man die Anzahl 
der Bakterien auch im Trockenpraparat leicht berechnen'). 


Versuchsserie 8. 


B. prodigiosum, 14 Tage bei Zimmertemperatur gewachsen. Wasser- 
gehalt der feuchten Bakterienmasse 92,64 Proz. Zellenzahl in I mg der 
feuchten Bakterienmasse im Mittel von zwei Bestimmungen 120. 10° 
(122. 10® und 118. 108). 


Puffer: m/150 Phosphat. 











Trockenpraparat nach 
P Feuchte Bakterienmasse . 20 stiindigem Stehen bei Zimmer 
Sate ae temperatur auf Tonteller 
empe o elle 
in Minuten in Minuten = 
nl0 KMnO, j n 10 KMnO, 
ccm ccm 

— 5S ones — 53 — 

3.5 4.7 0.0261 2.5 $4 0.0988 
12.5 2,7 0,0265 5 1.6 0.1043 
21 15 0.0279 8 07 0.1099 
29 0.7 0.0316 11 0,2 0.1294 
35 O4 0,0332 

Mittel 0.0291 Mittel 0.1106 
Zellenzahl: 110.10° in leem. Ber. Zellenzah!: 375.10° in I cem. 
Kat. f. 0,26 . 10-9. Kat. f. = 0,30. 10-9. 
. 
Trockenpraparat nach Trockenpraparat nach 
Zeit 28tagigem Stehen bei Zimmer: Zeit 28 tagigem Stehen bei Zimmer 
i sedi temperatur auf Tonteller ~ ae temperatur auf Tonteller 
n40 KMnO, Ee n 40 K MnO, 
ccm ccm 

— 22.0 — 23.5 8.2 0.0182 
3.4 18,85 0.0197 315 59 0.0182 
7.0 16,45 0.0180 37. 4.45 0.0186 
12,2 13,1 0.0184 50,2 25 O.O188 
17,9 10.5 0.0180 





Mittel 0.0185 
Berechnete Zellenzahl: 116. 10® in 1 cem. 
Kat. f. = 0,16. 10-9. 


1) Virtanen, |. ¢. 
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M. Freudenreichii, 16 Tage bei Zimmertemperatur gewachsen. Wasser- 
gehalt der feuchten Bakterienmasse 88,7 Proz. Zellenzah! in Img der 
feuchten Bakterienmasse im Mittel von zwei Bestimmungen 98. 106 
(109. 108 und 87. 10%), 


Puffer: m/15 Phosphat. 





Trockenpraparat nach 





Zeit Feuchte Bakterienmasse Zeit 24stundigem Stehen bei Zimmer: 
in Minuten in Minuten temperatur auf Tonteller 
k kh 
40 0.0477 24 0.0366 
7 0.0501 5.0 0.0350 
98 0.0490 ye 0.0348 
12 00505 10.3 0.0346 
14 00516 13.5 0.0346 
7 0.0503 17.0 0.0362 
19.3 0.0510 20.8 0.0360 
24.2 0.0368 
Mittel 0,050 Mittel (00,0356 
Zellenzahl: 47. 10° in leem. Zellenzahl: 62. 10° in leem 
Kat. f. 8. FO? Kat. f. = 0,57. 10-9. 
Trockenpraparat nach Trockenpraparat nach 
3tagigem Stehen bei Zimmer: Stagigem Stehen bei Zimmer: 
Zeit Zeit 


temperatur auf Tonteller 


n40 KMnO, 


temperatur auf Tonteller 
n4)0 KMnO, 


in Minuten in Minuten 





k 
ccm ccm 
wing 16.2 — — 21,9 oe 
23 93 0.1048 3 165 0.04098 
4.6 54 0.1037 57 3.2 0.0885 
68 3.5 0.0978 103 9.0 0.0375 
98 18 0.0973 158 5.7 0.0370 
12,7 O8 0.1028 18.7 45 0.0368 
15,4 0,55 0.0954 22.5 3.3 0.0365 
28.6 2,1 0.0856 
Mittel 0,100 Mittel 0.0376 
Ber. Zellenzahl: 98.10° in 1] cem. Ber. Zellenzahl: 42.106 in 1 cem. 
Kat. f. 1,0. 10-9, Kat. f. 0.9. 10-9, 


Die Versuche zeigen, da} die Trocknung der Bakterien die Katalase- 
wirksamkeit nicht erhéht. Der Wassergehalt der Trockenpriparate 
wurde nur bei dem 8 Tage alten Trockenpraparat von M. Freudenreichii 
beriicksichtigt. Da der Wassergehalt in den anderen Trockenpraparaten 
schatzungsweise 5 bis 10 Proz. war, wird die Kat. f. unter Beriick 
sichtigung des Wassergehaltes nicht erwihnenswert erhOht. Ubrigens 
sind die Fehler beim Arbeiten mit Trockenpriparaten gréBer als mit 
lebenden Bakterien, so daB man aus kleineren Abweichungen in Kat. f 
keine SchluBfolgerungen ziehen kann. 

Die absolute Katalasewirksamkeit von B. prodigiosum — und 
M. Freudenreichii ist in den obigen Versuchen bedeutend gréer als 
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in den friiher erwahnten, was wahrscheinlich auf dem Alter der an- 
gewandten Kulturen beruht. 


VIII. EinfluB der An- und Abwesenheit von Glucose in der Nihrlésung 
auf die Katalasewirksamkeit einiger Bakterien. 

In welchem Mabe die Katalasewirksamkeit der Bakterien durch 
Zusammensetzung der Nahrlésung beeinfluBt wird, ist eine inter- 
essante Frage, die vielleicht Klarheit iiber die Bildung und Aufgabe 
der Katalase in den Zellen bringen kann. Wir haben vorlaufig die 
Katalasewirkung einiger, sowohl in glucosefreier als in glucosehaltiger 
Nahrlésung gewachsenen Bakterien bestimmt, um die Einwirkung von 
Zucker auf die Katalasebildung zu untersuchen. 

Versuchsserie 9. 
Wachstumstemperatur: Zimmertemperatur, wenn nicht anders angegeben. 
Puffer: m/150 Phosphat. 


B. prodigiosum. 











; 4 Tage alte Bouillonkultur en 5 Tage alte Glucosebouillonkultur 
Zeit Zeit 
in Minuten n40 KMnO, k in Minuten 1/40 KMnO, k 
com ccm 
— 14.85 — — 17,85 _- 
4.7 9,35 0.0430 2.9 13,17 0,046 
69 7,51 0,0430 55 9 87 0,047 
91 6,08 0.0426 7,9 7,1 0,050 
11,1 49 0.0434 10 5.37 0,052 
13,0 4.1 0,0430 12.4 3,62 0,055 
15.3 3,28 0.0428 14.5 2,5 0,059 
17,7 26 0,0427 16,2 18 0,062 
19,6 21 0.0433 18,2 1,17 0.065 
Mittel 0,0432 Mittel 0,056 
Zellenzahl: 350.10® in lcem. Zellenzahl: 300. 10° in leem. 
Kat. f. = 0,12. 10-9. Kat. f. = 0,18. 10-9. 
M. Freudenreich?. 
Zeit 10 Tage alte Bouillonkultur Zeit 10 Tage alt. Glucosebouillonkultur 
in Minuten n40 KMnO, k in Minuten n40 KMnO, k 
ccm ccm 
— 20,25 — = 22,1 _- 
40 18,53 0.0096 3.6 21,35 0.0041 
7,3 17,1 0,0100 8.3 20.6 0.0037 
103 16,0 0,0100 16,8 19.6 0.0031 
12,9 15,2 0,0096 22.7 18,9 0,0030 
16,2 14,1 0.0097 29.1 18,25 0.0028 
19,9 13,15 0,0094 38,4 17,6 0.0026 
21,8 12,7 0,0092 41,1 17,35 0,0025 
24.1 12,0 0.0094 
Mittel 0,0096 Mittel 0.0031 
Zellenzahl: 19. 10° in leem. Zellenzahi: 14. 10° in 1 cem. 
Kat. f. = 0,51. 10-9. Kat. f. = 0,22 .10—9, 
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M. Freudenreichii. 


Bei 37° gewachsen. 
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Zeit 3 Tage alte Bouillonkultur Zeit | 3 Tage alte Glucosebouillonkultur 
in Minuten n/40 K MnO, k in Minuten | 1/40 KMnO, k 
ccm | ecm 
— 20.3 —- = 23.4 — 
8.9 17,65 0.0068 38 22,85 0,0027 
19.8 14.65 0,0071 20.0 21,75 0.0016 
26,7 13,2 0,0070 425 20,8 0,0012 
43.4 10,35 0.0067 62.6 19.85 0.0011 
56,3 8,55 0.0066 87.8 19.0 0.0010 
75,7 64 0,0066 117.8 18.4 0.0009 
Mittel 0,0068 Mittel 0,0014 
Zellenzah]: 18.10® in leem. Zellenzahl: 12.5.10® in leem. 
Kat. f. = 0,38. 10—9., Kat. f. = 0,11. 10-9. 
B. lactis amari. 
Zeit 3 Tage alte Bouillonkultur Zeit 5 Tage alte Glucosebouillonkultur 
in Minuten | n/#0 KMnO, k in Minuten 1/40 KMnO, ; 
il ccm ccm 
oo 22.2 - —- 19,72 —- 
35 20,75 0.0083 3,1 17,7 0015 
69 19.6 0.0079 64 15,68 0.014 
98 18.6 0.0078 93 14.15 0.016 
125 17,7 0.0079 12.3 12.78 0.015 
15.3 16,75 0.0080 15,3 11,52 OO1S 
17.9 15,92 0.0080 18.2 10.4 0.015 
21.0 15,08 - 0:0080 20.2 9.82 O.O1S 
Mittel 0,0080 Mittel O.O1S 
Zellenzahl: 41.10® in lecm. Zellenzahl: 56.10° in lcem. 
Kat. f. 0,20 .10—9. Kat. f. 0,27 . 10-9. 
B. cremoides. 
Zeit 9 Tage alte Bouillonkultur Zeit 8 Taye alte Glucosebouillonkultur 
in Minuten n40 K MnO, k in Minuten | 0 40 KMnO, F 
cm ccm 
— 19,25 — 19,12 — 
3,0 15, 0.0286 3.0 18.37 0.0058 
63 2.5 0.0297 7,2 17,53 0.0052 
91 10.4 0,0293 10.1 17.0 0.0051 
13.5 7,9 0.0286 13.3 16.4 0.0050 
17,2 6.2 0.0286 15.8 16,1 0.0047 
23.0 15 0.0290 21.8 15.3 0.0044 
28.0 2 95 0.0290 25.4 14,7 0.0045 
Mittel 00290 Mittel 0.0050 
Zellenzah|: 335.10* in 1l ecem. Zellenzah|: 40.10° in 1] cem. 
Kat. f. = 0,09. 10—9. Kat. f. 0.12 *,. 





3* 
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B. lactis viscosum. 
9 T o o 5 Tage > Gluce oO 
Zeit | Tage alte Bouillonkultur Zeit Tage alte Glucosebouillonkultur 
in Minuten || 1/40 KMnO, k in Minuten | 2 40 KMnO, k 
| com com 

-- 17,7 — — 15,3 — 
25 12.9 0.0550 2,1 10,8 0.0720 
4.8 9.95 0,0521 3,7 8.0 0.0761 
77 7.35 0.0500 5.5 6,1 0.0726 
10.5 4,75 0.0544 7,2 45 0.0738 
12 3,65 0,0571 9 3.45 0.0720 
17 2,55 0.0500 10,5 2.6 0,0733 
20,2 1,65 0.0510 12.4 19 0,0730 
Mittel 0.0528 Mittel 0.0733 


Zellenzahl: 280.108 in 1 cem. 


Kat. f. 


0,19 . 10—9. 


Bac. aste 





rosporus. 


Zellenzahl: 470.106 in 1 cem. 


Kat. f. 0,16 .10— 9. 





Zeit 
in Minuten 


17,9 
315 
40.2 
59.3 
705 


87,7 


Zellenzahl: 
Kat. f. - 


15 Tage alte Bouillonkultur 


n40 KMnO, 


k 
ccm 
19.85 — 
17,35 0.0032 
16,65 0,0024 
16.4 | 0.0020 
15,75 0.0017 
15.6 0.0013 
15,0 0,0013 
Mittel 0.0020 


18. 10° in leem. 
0,11 . 10-9, 





M. aurantiacus. 


|| 8 Tage alte Glucosebouillonkultur 


Zeit 
in Minuten | 240 KMnO, : 
| ccm 
—- 19,15 oe 
25 18.85 0.0027 
5,2 18,42 0.0032 
7,9 18,15 0.0030 
10,5 17.9 0.0028 
13,3 17,64 0.0027 
15,7 17,6 0.0023 
19 17,3 0.0023 
215 . 7.2 0.002] 
Mittel 0.0026 


Zellenzahl: 25.10° in Il cem. 


Kat. f. 0,10. 10-9. 





9 Tage alte Bouillonkultur 


Zeit 
in Minuten n40 KMnO, k 
com 
— 18,7 — 
2,7 14.8 0.0376 
5,7 11,95 0.0341 
8,2 99 0.0337 
11.6 7.9 0.0323 
15 63 0.0315 
18.7 5.0 0.0306 
26 3.4 0.0290 
Mittel 0.0327 
Zellenzahl: 90.108 in 1 cem. 


Kat. f. 





0,36. 10-9, 


Zeit 


29 

76 
10 
12,1 
14.6 
16.6 





in Minuten 


8 Tage alte Glucosebouillonkultur 


n 40 KMnO, k 

com 

15,35 — 

11,95 0.0375 
79 0.0379 
6,32 0.0385 
§,22 0.0387 
4.25 0.0382 
3,45 0.0390 
Mittel 0.0383 


Zellenzahl: 125.108 in 1 cem. 


Kat. f. 0,31 . 10—9. 

















Quantitative Enzymbestimmungen. 


M. coronatus. 




















Zeit 9 Tage alte Bouillonkultur Zeit 8 Tage alte Glucosebouillonkultur 
in Minuten n 40 KMnO, k in Minuten n 40 KMnO, 
ccm com 
ons 20,55 sn dan 20.26 an 
2.8 18.9 0.0130 25 19.2 0.0093 
7.6 16.1 0.0140 5.0 18.3 0.0088 
12.5 13.9 0.0135 77 17.3 0.0089 
19 11,85 0.0126 10.5 16.35 0.0088 
27,2 945 0.0124 13,5 15.5 0.0086 
34.8 7,65 0.0123 16 14,75 0.0086 
46.7 555 0.0122 21,3 13,2 0.0087 
Mittel 0.0129 Mittel 0.0088 
Zellenzahl: 92.10% in 1 cem. Zellenzahl: 75.108 in 1 cem. 
Kat. f. 0,14.10-—9. Kat. f. 0.12. 10-9, 
M. rosettaceus. 
9 Tage alte Bouillo 5 Tage alte Glucosebouillo 
Zeit Tage alte Bouillonkultur Zeit 5 Tage alte Glucosebouillonkultur 
in Minuten n40 KMnO, k in Minuten || 140 KMnO, r 
com com 
‘ 19.0 — — 215 — 
28 16.2 0.0247 29 20.7 0.0057 
6.0 13.5 0,0247 6.0 19.9 0.0056 
8.5 11.85 0.0241 8.8 19,22 0.0055 
12.3 95 0.0244 12.5 18.4 0.0054 
17,2 75 0.0235 15 18.0 0.0051 
25.0 4.75 0.0241 18 17,2 0.0052 
30.7 3.5 0.0240 20.8 16.7 0.0052 
24.1 15,92 0.0054 
Mittel 00242 Mittel 0.0054 
Zellenzahl: 168. 10* in 1 ccm. Zellenzahl: etwa 20.10% in 1 cem, 
, . Die GréBe der Zellen variierte 
2%. = O16.10—%. a . 
Kat. f 15.1 sehr. Die Zellenzahl ist wegen der 
Schwierigkeiten beim Zahlen nur 
approximativ. 
Kat. f. 0.37 . 10-9. 
B. Zopfii. 
Zeit 10 Tage alte Bouillonkultur Zeit 10 Tage alt. Glucosebouillonkultur 


in Minuten 


48 
10.1 
15,4 
20.6 
27,4 
33,4 
39,1 


Zellenzahl: 
Kat. f. 


n 40 KMnO, 


k 

com com 

20,1 — —- 22.9 

17.9 0.0104 59 22.2 

16,1 0.0096 10.9 22.1 

14.63 0.0090 16 21,87 

13.5 0.0084 21 21,63 

12,1 0.0080 27.4 21,47 

10.98 0.0079 33.4 21,12 

10.07 0.0076 39.4 20.9 
Mittel 0.0087 Mittel 

14.10° in leem. Zellenzah!: 12.10% in 
0,62. 10-9, Kat. f. O11. 10 


in Minuten 





n 40 KMnO, 


0.0023 
O.O014 
0.00138 
0.0012 
0.0010 
O.OOLO 
O.0OOL0 


O.00T3 


I eem. 
ct) 
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B. Zopfii. Bei 37° gewachsen. 














Zeit 5 Tage alte Bouillonkultur Zeit 5 Tage alte Glucosebouillonkultur 
in Minuten | 0/40 KMnO, k in Minuten || 0/40 KMnO, | k 
com ccm 
—_ 23,25 -—— — 23,7 = 
17,5 20,0 0,0037 4.5 22.8 0,0037 
28,9 19.4 0,0027 15 21,7 0,0026 
44,7 17,95 0,0025 259 | 20,45 | 0,0024 
54.4 17,5 0,0023 37,5 19.6 0,0022 
69,9 16,6 0,0021 52.8 18,9 0,0018 
133,5 14,2 0,0016 1417 | 15,7 0,0012 
Mittel | 0,0025 Mittel 0,0023 
Zellenzahl: 15. 10° in 1 cem. Zellenzahl: 14,5.10® in 1 cem. 
Kat. f. = 0,17. 10-9. Kat. f. = 0,16. 10-9. 


Aus den obigen Bestimmungen geht mit geniigender Deutlichkeit 
hervor, daB die An- oder Abwesenheit von Glucose in der Nahrlésung 
bei der Mehrzah! der untersuchten Bakterien keine gréBere Anderung 
in der Katalasewirksamkeit hervorruft. Ein bedeutendes Sinken der 
Kat.f. in glucosehaltiger Naihrlésung ist bei M. Freudenreichii und 
B. Zopfii zu beobachten. Ob die stickstoffhaltigen Niahrstoffe einen 
gréBeren EinfluB auf die Bildung der Katalase ausiiben, ist vorlaufig 
nicht untersucht. Eine Stiitze fiir die Annahme, daB die Stickstoffquelle 
von Bedeutung fiir die Katalasebildung ist, gibt jedenfalls der Befund 
von Burge), der eine Vermehrung der Blutkatalase durch EiweiBbkost, 
eine Verminderung durch Fasten festgestellt hat. 


IX. Die Katalasewirksamkeit einiger Bakterien. 


Versuchsserie 10. Wachstumstemperatur: Zimmertemperatur, wenn nicht 
anders angegeben. Puffer: m/150 Phosphat. 











B. pyocyaneum. B. helvolum. 
: 3 Tage alte 1 proz. 
Zeit Oa cite Coenen Zeit Glucosebouillonkultur 
in Minuten “ni40 KMnO, | i. ——~| ~in Minuten n/40 KMnO, | - " 
ecm é ccm 
— 188 — — 18,7 — 

2.7 14.8 0,0385 2.5 14,94 0,039 
5.6 11,4 | 00,0388 49 12,5 0,035 
83 9,35 0.0366 6,7 10,95 0,035 
119 7,1 0,0355 8,3 9.57 0,035 
14,3 6,05 0,0344 10.2 84 0,034 
18,5 4,75 0,0323 11,9 7,3 0,034 
23.5 3.5 ' 0,0310 13,5 6,52 0,034 
15,3 5,54 0,034 
Mittel 0,0353 Mittel 0,035 

Zellenzahl: 86.10* in 1 cem. Zellenzahl: 255.10°® in 1 eem. 

> cs , a 
Kat. f. = 0,41. 10-9. Kat. f. = 0,13.10-9. 
Schlechtes Wachstum in Bouillon 
ohne Zucker. 


') Burge, Amer. Journ, Phys. 68, 545, 1923; Chem. Centralbl. 1923, 1, 1516. 























- aOR 


Quantitative Enzymbestimmungen. I. 39 


M. sulfureus. 


M. flavus. 





9 Tage alte Bouillonkultur 


9 Tage alte Bouillonkultur 





Zeit } Zeit ; 
in Minuten || 1/40 KMnO, k in Minuten | 1/40 KMnO, k 
| ccm com 
7 17,5 = —- 14,7 — 
2,7 12,1 0,0593 2,3 7, 0,127 
5.0 8.8 0,0597 3,7 49 0,129 
6,7 7,05 0,0590 5.4 3,08 0,126 
8.5 55 0,0591 68 1,95 0,129 
10,4 4.35 0,0590 8.6 13 0,122 
12.3 3,4 0,0580 98 0.85 0,126 
13,8 2,85 0,0570 
15,6 2,18 0,0580 
Mittel 0.0586 Mittel 0,127 
Zellenzahl: 175.108 in 1 cem. Zellenzahl: 200.108 in 1 cem. 
Kat. f. = 0,33. 10-9. Kat. f. = 0,63. 10-9 (approx.). 
B. aérogenes I. B. coli I. 
Zeit 2 Tage alte Bouillonkultur Zeit 2 Tage alte Bouillonkultur 
in Minuten 1/40 K MnO, k in Minuten 1/40 KMnO, k 
ccm ccm 
— 22,7 — — 22.7 — 
3.3 21.6 0.0065 43 20.97 0,0080 
6.6 20.5 0.0067 8,1 19.5 0,0081 
10,0 19,4 0,0067 11,6 18,15 0.0084 
13,9 18,1 0,0070 14,7 16,98 0.0086 
17,5 19.9 0,0073 17,1 16,07 0,0087 
20,5 15,95 0,0074 20 15,02 0,0089 
23 14,08 0,0090 
26,3 12,33 0.0100 
Mittel 0,0069 Mittel 0,0087 


Zellenzahl: 170. 10° in 1 cem. 
Kat. f. = 0,04. 10-9. 


B. aérogenes I. 


Zellenzahl: 260. 10° in 1 cem. 
Kat. f. = 0,034. 10-9. 


B. aérogenes I]. 














Zeit 
in Minuten || 0/40 KMnO, k 
II com 

= 20,27 -= 
4,2 18,46 0.0097 
8,1 16,9 0.0097 
10.5 15,83 0.0102 
14.6 14,37 0.0102 
17,1 13,42 0.0104 
19.9 12,52 0.0105 
39,8 8.5 0.0095 
43,1 7.8 0,0096 
Mittel 0.0100 


Zellenzahl: 255. 10* in 1 cem. 
Kat. f. 


- 0,039. 10-9. 


| 4 Tage bei 37° gewachsene Kultur 


2 Tage bei 37° gewachsene Kultur 





Zeit 
in Minuten 1/40 KMnO, : 
ccm 
— 19,62 — 
3,3 19.0 0.0041 
6,7 18,41 0.0041 
95 18.0 0.0040 
12.6 17,5 0,0040 
15,7 17,09 0.0039 
18.6 16,68 0.0038 
22.5 16,3 0.0036 
Mittel 0,004 
Zellenzahl: 120.108 in 1 cem. 
Kat. f. 0,033. 10-9. 
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B. aérogenes I11. 





H. Karstrém: 


B. aérogenes IV. 





2 Tage bei 37° gewachsene Kultur 


2 Tage bei 37° gewachsene Kultur 

















Zeit Zeit 
in Minuten n 4) KMnO, k in Minuten 140 KMnO, k 
com com 
—- 20,43 —_ — 20,24 
42 20,10 0.0017 3.6 19.91 0.0020 
9,2 19.8 0.0015 6.7 19.5 0.0024 
13.0 19.41 0.0017 95 19,22 0.0023 
16.8 19,18 0.0016 13.0 18.85 0.0024 
20.5 18.95 0.0016 16.0 18,52 0.0024 
242 IS.8 O.0015 19,1 18.2 0.0024 
33,5 18,2 0.0015 21,6 17,92 00024 
36.2 18.08 O.0015 25 17.6 0.0024 
Mittel 0,0016 Mittel 0.0023 
Zellenzahl: 90.108 in 1 cem. Zellenzahl: 295.168 in 1 cem. 
Kat. f. 0,017. 10-9. Kat. f. 0,008 . 10-9, 
B. coli I. B. coli II. 
Zeit 2 Tage bei 37° gewachsene Kultur Zeit 2 Tage bei 37° gewachsene Kultur 
in Minuten | 2 40 KMnO, k in Minuten | 2 40 KMnO, k 
com ecm 
= 19.3 — — 20,72 a 
38 16,28 0.0194 44 20.1 0.0030 
6.9 13.9 0.0206 99 19.2 0.0033 
91 12,52 0.0206 146 18.6 0.0032 
11,2 11,18 0.0211 18,6 18.08 0.0032 
13.4 9 82 0.0219 22.3 17.5 0.0032 
15.8 8.54 0.0220 25.6 17,1 00032 
18.4 7,32 0.0223 28,3 16.8 0.0032 
31.8 163 0.0032 5 
Mittel 0,021 Mittel 0.0032 
Zellenzahl: 540.106 in 1leem. Zellenzahl: 170. 10° in 1 cem. 
Kat. f. 0,038 . 10-9. Kat. f. 0,019. 10-9, 
B. coli IIT. B. coli IV. 
> Tew i 37° . se ’ on? y . 7° 9 vachse . 
Zeit | 2 Tage bei 37° gewachsene Kuitur Zeit 4 Tage bei 37° gewachsene Kultur | 
in Minuten | 240 KMnO, k in Minuten 140 KMnO, k 1] 
ecm ccm i@ 
: 
—- 19.75 — — 20.6 _— : 
3.0 18.4 0.0102 3.1 20.0 0.0041 
62 17.0 0.0105 68 19.5 0.0035 | 
98 15,82 0,0104 10,1 19.0 0,0034 | 
12.5 14,64 0.0104 12,7 18,54 0.0036 : 
15.5 13,68 0.0103 15.8 18,04 0.0037 
18.5 12,61 0.0105 315 16,08 0,0034 
21.4 11,83 0.0104 33.5 15.9 0.0033 
24.7 10.98 0.0103 36 15,65 0,0033 
Mitte! 0.0104 Mittel 0.0035 
Zellenzahl: 710.108 in 1 cem. Zellenzah|: 280. 10° in 1 cem. 





0,014. 10-9. 


Kat. f. 


Kat. f. 0,013. 10-9. 
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B. coli V 


I. 





4] 





B. coli V. 
Zeit 
in Minuten n 4) KMnO, 
ccm 
—_ 20.48 
30 19.91 
6,2 19,22 
98 18,62 
12.8 IS.11 
16,1 17.6 
19 17,1 
22.4 16,64 
25,1 16.3 
Mittel 
Zellenzahl: 360. 106 in 
Kat. f. O.O1L. 10 


2 Tage bei 37° gewachsene Kultur 


k 


0.0041 
0.0044 
0.0042 
0.0041 
0.0041 
0.0041 
0.0040 
0.0040 


0.0041 


l cem. 
9. 





Zeit 


in Minuten 


3.6 
6.58 
o4 
12.6 
18.8 


or 
miee 


36.2 
39.8 


Zellenzahl: 
Kat. f. 


2 Tage bei 37 
n40 KMnO 


cem 


195 
19,2 
18.0 
18.68 
184 
17,92 
17,25 
16,76 
16,55 


Mitte 


530,108 in 
0.004 . 10—9, 


Der Ubersichtlichkeit wegen sind die Kat. f. der v 
suchten Bakterien in einer Tabelle angeordnet. 


gewachsene Kultur 


4 


l 


on 


k 


O.O019 
0.0020 
0.0020 
O.0020 
0.0020 
0.0019 
O.O0OTS8 
O.OO1S 


0.00195 


l cen 


uns unt 





Bakterienart 


M. Freudenreichii 


coronatu 
rosettace 


aurantiacus . 


s 


‘Us 


. Ssulfureus 


” 


B. lactis an 


flavus . ; 
Bac. asterosporus 


wri 


. prodigiosum 


Zoptii 


cremoides 


lactis viscosum 
pyoevaneum 


- aérogene 


. eolil 
ee 
~~ 
a oe 
ee, 

i 


s I 
| 
Ru. 
IV 


In zuckerfreier Bouillon 


. 


ge 


049 
031 
O14 
0.15 
03: 

0.63 
0.11 
0.19 
O18 
0.62 
0.09 
0.19 
041 
0.04 
0.03 
0.02 
001 
0.04 
0.02 
0.01 
0.01 
0.01 


zuchtet 
10-9 
, Bs 
. 3-9 
10-9 
_10-29 
.10-9 
. 10 u 
> 
. 10-9 
. 10-9 
. 10-9 
. 10-9 
. 10-9 
10-9 
10-9 
. 10-9 
_ 10-9 
. 10-9 
. 10-9 
=> 
. 10-9 
. 10-9 


0,004 . 10-9 


Aus der Tabelle geht hervor, dal die 
untersuchten Bakterien von derselben GréBenordnung ist. 


Kat f. 


0,22 


O31 


O12. 
0,27 . 


O10. 
0.27. 
O18. 
O1!. 
O12. 
O16. 


. 10 
.10 
10 
10 


10 
10 
10 
10 
10 
10 


In Glucosebouillon 
gezuchtet 


Katalasewirksam keit 


Auffa 


cr- 


der 


llig 


ist, daB die Kat.f. von Coli-Aerogenesbakterien, welche nach den friiheren 
Untersuchungen ziemlich reich an Katalase sein sollen, etwa 1LO0- bis 
100mal kleiner als diejenige der anderen untersuchten Bakterien ist 
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X. Einflu8 der aeroben und anaeroben Ziichtung auf die Katalasewirkung 
der Bakterien. 

Die Frage nach der Katalasebildung in Abwesenheit von Sauerstoff 
ist theoretisch von gréBter Bedeutung. Nach der Auffassung von 
Wieland) iiber die Aufgabe der Katalase in Zellen hat dieses Enzym 
Bedeutung hauptsichlich nur fiir sauerstoffbediirftige Lebewesen. In 
der Tat scheinen auch die streng anaeroben Bakterien auBerordentlich 
arm an Katalase zu sein®). 

In welcher Weise der Katalasegehalt der fakultativ anaeroben 
Bakterien in Abwesenheit von Sauerstoff verindert wird, haben wir 
mit B. prodigiosum und B. lactis amari untersucht. Unter der An- 
nahme, daB die Katalase keine Aufgabe unter anaeroben Bedingungen 
hat, war es interessant zu konstatieren, ob die Katalasebildung dabei 
geschwicht wird. Rywosch und Stapp haben sich zwar mit derselben 
Frage beschaftigt und eine starke Verminderung der Katalase bei 
anaerober Ziichtung konstatiert, ihre Bestimmungen sind aber nicht 
beweisend. 

Bei unseren anaeroben Kulturen wurde der Luftsauerstoff mittels 
Pyrogallol + Kalilauge nach Wright-Burri entfernt. Um die Ab- 
sorption von Sauerstoff in der Naihrlésung zu verhindern, wurden die 
Réhren méglichst schnell nach dem Sterilisieren geimpft und anaerob 
verschlossen. 


Versuchsserie 11. 
Bakterien bei Zimmertemperatur gewachsen. Puffer: m/150 Phosphat. 
B. prodigiosum. 








— 3 Tage alte Kultur ‘ 5 Tage alte Kultur 
Zeit | ne Zeit Hosta . 
in Minuten n 40 KMnaO, k in Minuten n40K MnO, k 
com com 
_- 17.62 — -= 20,13 _— 
2.2 13,53 0.0521 2.6 17,82 0,020 
45 10.5 0,0500 53 15,65 0,020 
6.7 8,08 0.0505 8.2 13.8 0,020 
9,0 6,2 0,0504 114 11,96 0,020 
113 4.54 0.0530 14,4 10,48 0,020 
13,6 3,42 0.0523 17,2 9.15 0,020 
16,0 2.46 0.0534 20,3 791 0.020 
19.8 15 0,0540 24.6 6,42 0.020 
22.4 1,04 0.0540 28,2 5.4 0,020 
24.8 0.88 0.0530 
Mittel 0,0523 Mittel 0,020 
Zellenzah!: 130.106 in 1 eem. Zellenzahl: 80.10° in 1 cem. 
Kat. f. = 0,40. 10-9. Kat. f. = 0,25. 10—9. 


1) Wieland, Chem. Ber. 54, 2373, 1921. 
2) Lesser, Zeitschr. f. Biol. 48, 1, 1906; D.u. M. Rywosch, 1. c.; Jorns, |. ¢. 
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8 Tage alte Kultur 


Zeit 
in Minuten | 2 40 KMnaO, : 
ecm 
paces 16,28 — 
3.9 11,72 0,0366 
16,8 4,35 0.0341 


Mitte] 0.0353 


Zellenzahl: 60. 10® in 1 eem. 
Kat. f. = 0,59. 10-9. 
(Kat. f. bei aérober Ziichtung 0,13. 10-9). 


B. lactis amari. 








Zeit 3 Tage alte Kultur Zeit 5 Tage alte Kultur 
in Minuten | n/40 KMnO, k in Minuten ni KMnO, k 
| ccm com 

_ 18,77 — oe 19.7 -— 
2,3 12,7 0.0737 2,7 16.6 0.0275 
4.5 9,04 0,0705 5.5 14,15 0,0260 
6,0 7,2 0,0700 8.0 12,2 0.0260 
7,7 5,57 0,0685 10,7 10,35 0,0260 
96 4.08 0.0690 13.7 8,72 0.0258 
11,6 3.0 0.0686 16,7 73 0.0258 
13,7 2.25 0.0670 20,0 5,96 0,0259 
15,6 1,67 0.0673 23.0 49 0.0262 
17,7 1,26 0.0664 27,2 3,72 0.0266 

19.8 0.9 0.0666 
Mittel 0,0687 Mittel 0.0262 
Zellenzahl: 135.10* in 1 cem. Zellenzahl: 65.10% in 1 cem. 
Kat. f. = 0,51. 10—9. Kat. f. = 0.40. 10—9%. 
Zeit 10 Tage alte Kultur Zeit 10 Tage alte Kultur 
in Minuten n/40 KMnO, k in Minuten n/40 KMnO, k 
ccm . =| ccm 
_— 20,38 -- 12.0 10.5 0.0240 
2.7 17,46 0.0248 16.9 7,85 0.0245 
5,7 14.9 0.0240 21,1 6,15 0,0247 
8.5 12.82 0,0237 








Mittel 0,0243 
Zellenzah!: 60.10° in 1 cem. 
Kat. f. = 0,41. 10-9. 
(Kat. f. bei aerober Ziichtung 0,19. 10-9). 


Die Versuche zeigen iibereinstimmend, dai die Katalasewirksamkeit 
der unter anaeroben Bedingungen gewachsenen Bakterien bedeutend 
gréBer ist als diejenige der aerob gewachsenen. Dieser Befund, der 
in vollem Widerspruch mit der Annahme von anderen Forschern steht, 
ist in mancher Hinsicht interessant. Auf Grund unserer Resultate 
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scheint die Annahme nicht unberechtigt, dafS die Katalase auch unter 
anaeroben Bedingungen von groBer Bedeutung fiir die Zellen ist. Ein 
Beweis fiir diese Annahme ist der Befund jedoch nicht. Man kann 
sich den Vorgang auch so vorstellen, da die fakultativ anaeroben 
Bakterien in Abwesenheit von Sauerstoff fortdauernd die jetzt unnétige 
Katalase bilden und dal die Katalasewirksamkeit dadurch erhéht wird, 
dali die Katalase nicht mehr durch das in den Zellen gebildete Wasser- 
stoffsuperoxyd inaktiviert wird. Interessant wire es, den Katalase- 
gehalt der fakultativen Anaecrobier langere Zeit bei anaerober Ziichtung 
zu verfolgen. 
XI. Léslichkeit der Bakterienkatalase in Wasser. 

Nach Jorns (l.c.) gibt es in Bakterien eine im Wasser lésliche 
und eine in Wasser unlésliche Katalase, die er Ekto- und Endokatalase 
nennt. In jiingeren Kulturen ist nur Endokatalase vorhanden, in 
ilteren dagegen auch bedeutende Mengen Ektokatalase. 

Auch nach unseren Bestimmungen geht aus den ilteren Kulturen 
bedeutend mehr Katalase in die bakterienfreien Filtrate als aus den 
jiingeren, das beruht aber nach unserer Meinung nicht auf der Ver- 
schiedenheit der Katalase in den Bakterien, sondern ist auf die teilweise 
Autolyse der Zellen zuriickzufiihren. Wir fiihren einige von unseren 
Bestimmungen an. 

Versuchsserie 12. 


B. prodigiosu m. 





1. 3 Tage bei Zimmertempe- 2. 47 Tage bei Zimmertem- 
ratur gewachsene Kultur. peratur gewachsene Kultur. 
20 cm der Kultur wurden l0em der Kultur wurden in 
- . . a * . 5 > a Pan a 
zentrifugiert, in 50 cem m/150 aoe m sand Hip engqu res . 
rs : 1 OF 2 Std, gese tteit, 
Phosphatlésung gebracht und conn were repr oo manne : 
@ Stunden bei 0° kraftic worauf durch ein Pukalsches Filter 
=~ +t c > cr ce- ee ° . 
sone ' , ; —— o filtriert wurde. 10c¢em des keim- 
schiittelt. Darauf wurde durch freien Filtrate wurden in 40 ccm 
ein Pukalsches Filter filtriert und m/150 Phosphatlésung gebracht. 
bei 0° die Katalasebestimmung Mit dieser Lésung wurde die Kata- 
ausgefiihrt. lasebestimmung bei 0° ausgefiihrt. 
Zeit n4) KMnO, , Zeit n 40 KMnO, k 
in Minuten Ey ‘ in Minuten é 
com ccm 
— 25.45 —- —- 22.0 — 
43 947 0.0030 28 19.9 0.0155 
21,6 23,7 0.0018 54 18,7 0,0130 
46.3 22.3 0,0012 12,7 15,7 0,0110 
79.6 20.9 OOO] 19.4 13,4 O.OLLO 
113.8 194 0.0010 28,7 Il, 0,0104 
115.0 18.1 0.0009 42.0 7.85 0.0106 
63.6 4.7 0.0105 
715 3.6 0.0110 
Mitte] 0.0015 Mittel 0.0116 














a a i 
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3. 3 Tage bei Zimmertemperatur gewachsene Kultur. 


Es wurde genau auf dieselbe Weise wie im Versuch | verfahren, das keimfreie 
Filtrat wurde nur bis zum Sieden erhitzt. 





Zeit n 4) KMnO, Zeit n#) KMnO, 
in Minuten ‘ in Minuten 
ecm com 
26.0 30.0 25.9 
25 25.9 146.0 25.8 


Bei den obigen Versuchen wurde die Bakterienzah!l nicht bestimmt, 
so daB die Versuche | und 2 miteinander nicht vergleichbar sind. Ohne 
Zweifel ist jedoch aus der 47 Tage alten Kultur viel mehr Katalase in die 
wiisserige Lésung gegangen als aus der 3 ‘Tage alten Kultur. 





Zusammenfassung. 


Es wurde durch eine Reihe von Bestimmungen mit mehreren 
Bakterien konstatiert : 

1. dab die Wasserstoffsuperoxydspaltung durch Bakterien nach 
der Gleichung fiir monomolekulare Reaktionen verliuft, 

2. daB die Reaktionskonstanten proportional mit der Zellenzahl 
wachsen, 

3. dab die Reaktionskonstante unabhingig von der Substrat- 
konzentration ist. 

Die Katalasewirksamkeit der Bakterien ist daher durch den 
Quotienten: 

Reaktionskonstante k 
Zellenzahl 


Kat. f 


zu charakterisieren. 
Fiir eine Reihe verschiedener Bakterien ist die Kat. f. bestimmt 
worden (s. Tabelle auf S. 41). 


Unsere Versuche haben gezeigt, dali die Kat. f. als ein Mab des 
Katalasegehaltes der Bakterien anzusehen ist. Dieselbe Zelienzah! 
| ein und derselben unter gleichen Bedingungen gewachsenen Bakterien 
: gibt die gleiche Katalasewirkung. Durch Trocknung, Erwirmung oder 
durch Protoplasmagifte wird der Quotient nicht erhdht. 

: Die Einwirkung des Alters, der Wachstumstemperatur und der 
An- oder Abwesenheit von Glucose und Sauerstoff in der Nahrlésung 


auf die Katalasewirksamkeit der Bakterien wurde mit einigen Bakterien 
untersucht. 

Es wurde unter anderem gefunden, dab B. prodigiosum und B. lactis 
amari unter anaeroben Bedingungen eine héhere Katalasewirksamkeit 


als bei aerober Ziichtung zeigen. 
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Die Katalase in Bakterien ist in der Regel nicht besonders 
empfindlich gegen H,O, und Phosphat. Bei mehreren Bakterien wurde 
noch eine ziemlich gute Konstante bei n/10 H,O, und m/15 Phosphat 
erhalten. 

Die Katalase wird durch verschiedene Einfliisse bei verschiedenen 
Bakterien nicht in gleichem MaBe inaktiviert. 

Die Katalase der lebenden Bakterien geht nur in minimaler Menge 
in die wasserige Lésung iiber. Die Filtrate von alteren Kulturen ent- 
halten wegen der Autolyse der Zellen bedeutend mehr Katalase. 
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Untersuchungen 
iiber elektrische Erscheinungen und lIonendurchilissigkeit 
von Membranen. 


IV. Mitteilung: 
Potentialdifferenzen und Permeabilitat von Kollodiummembranen, 


Von 
Leonor Michaelis und Akiji Fujita. 


(Aus dem biochemischen Institut der Aichi-medizinischen Universitat zu 
Nagoya, Japan.) 


(Eingegangen am 13, April 1925.) 


1. Die ausgetrocknete Kollodiummembran. 

Die in der vorangegangenen Mitteilung beschriebene Versuchs- 
anordnung zur Messung der Potentialdifferenzen') wurde nunmehr 
fiir Kollodiummembranen angewendet. In der ersten Versuchsreihe 
stellten wir Membranen von der Beschaffenheit her, wie sie gew6hnlich 
fiir die Dialyse benutzt werden. Zylindrische GlasgefaBe wurden mit 
4 proz. Kollodiumlésung in Alkohol + Ather ausgegossen und die 
Kollodiumhaut vom Glase abgelést, sobald die Trocknung es eben 
erlaubte, an der Luft ein wenig weiter getrocknet (bei sehr tiefer 
Zimmertemperatur !/, bis | Stunde) und dann sofort mit Wasser be- 
netzt. Solche Hiilsen sind bekanntlich fiir alle nicht kolloidalen Stoffe 
gut durchgangig. Die Potentialdifferenz mit solchen Hiilsen war ahnlich 
mit der des Pergamentpapiers, nur waren die Ausschlage kleiner 
Wenn die Hiilsen mit zwei verschieden konzentrierten Loésungen in 
Beriihrung waren, so zeigte sich eine Potentialdifferenz, welche etwas 
verschieden war von der bei freier Diffusion und in dem = Sinne 
gedeutet werden konnte, dali die Beweglichkeit des Anions relatiy 
zu der des Kations herabgesetzt war. Die Abweichungen des Potentials 
von dem bei freier Diffusion waren aber gering und offenbar in starkem 
Mabe von der Herstellungsart der Hiilse abhangig. Viel interessanter 
waren die Resultate mit starker ausgetrockneten Kollodiumhiilsen. Die 
auf iibliche Weise hergestellten Hiilsen wurden, ohne vorlaufig mit 
Wasser benetzt zu werden, an der freien Luft vollkommen aus- 
getrocknet. Bei Zimmertemperatur im Winter scheint der Zustand 
nach einem Tage definitiv zu sein, man kann aber auch mehrere 


1) A. Fujita, diese Zeitschr. 159, 370, 1925. 
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Tage lang trocknen lassen. Dabei schrumpfen die Hiilsen bedeutend 
ein. Die Hiilsen wurden in der Regel der Stabilitat wegen etwas dicker 
hergestellt, als man sie fiir Dialysezwecke braucht, jedoch hangen die 
tesultate davon nicht ab. Bei feuchtem Wetter muB man besonders 
darauf achten, daB im Anfangsstadium des Trocknens sich keine 
Wassertrépfchen an der Hiilse bilden. Diese Hiilsen haben vollig 
andere Eigenschaften als die schwach getrockneten. Bei oberflaichlicher 
Beobachtung erscheinen sie undurchlassig fiir Wasser und geldéste 
Substanzen. Wenn man eine HCI- oder NaCl-Lésung durch eine 
solche Hiilse von destilliertem Wasser trennt, so bemerkt man auch 
nach Tagen keinen Ubertritt von Wasser in das HCl oder von 
HCl in das Wasser. Die elektromotorischen Effekte dieser Membranen 
sind sehr auffillig und sollen zunachst beschrieben werden. Die 
Messungen wurden in Abstainden von 5 Minuten ausgefiihrt, bis drei 
solcher Ablesungen konstant blieben, und das ist in den meisten Fallen 
innerhalb 15 Minuten erreicht, bei manchen Fallen aber zeigten sie 
auch nach einerStunde keine Neigung, konstant zu werden. Solche Falle 
werden in den folgenden Protokollen mit ihrem Anfangswert und dem 
Zeichen 4 (Neigung zum Steigen) oder 4 (Neigung zum Fallen) be- 
zeichnet. 

Jede Hiilse wurde nach der Benutzung iiber Nacht in flieBendem 
Wasser gewaschen und einige Zeit in destilliertes Wasser gelegt. Danach 
kann sie wie eine frische Hiilse wieder benutzt werden. Jede Zahl 
in den folgenden Tabellen bedeutet das definitive Potential eines 
selbstindigen Versuchs mit je einer Hiilse. Das Vorzeichen bezieht 
sich auf die verdiinntere Lésung, das positive Vorzeichen ist fortgelassen. 


2. Konzentrationsketten. 
Tahe Te a 





Konzentrationen der ? 
Art der Elektrolyte beiden Lésungen EMK in Millivolt Mittel 
in Normalitat 


1. Saéuren. 


He] { O1 - 001 54,3, 53, 54, 58 548 
a ie OL ; 0,001 108 108 
Pikrinsiiure . . — gesattigt :'/, 9 gesattigt 48—52, 48—57 51 


2. Salze mit dem gemeinsamen einwertigen Kation K’° und 
a) einwertigen Anionen (einschlieBlich KOH und NaOH): 


10 :01 31, 36 33.5 

KCI { 0.1 - 001 46, 43, 43, 49, 56, 42, 48.3 46.7 
y ue | 0.1 : 0,001 954, 103 99.7 
0.01 : 0,001 48 48 

ay tx“at ns 0.1 : 0,01 47, 48 47.5 
| eae O11 :0,01 40, 49.5 44.7 
a. a 0.1 :0,01 47, 43 45 
i) a O11 - 001 45, 34, 36, 38 38,2 


NeaOH.... 01 :0,01 30 ¥, 37,5, 33, 36 4, 32 33,7 
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Tabelle I (Fortsetzung). 





Konzentrationen der 
Art der Elektrolyte beiden Losungen EMK in Millivolt Mittel 
in Normalitat 


b) zweiwertigen Anionen: 





oS a 0,1 :0,01 47, 49, 35 43.6 
atibs » « « O1 :001 47, 49 48 
B.C.0, ... 01 :0,01 52, 43 475 
c) dreiwertigem Anion: 
K,FeCy,... 0,1 :0,01 50, 48 49 
3. Salze mit dem gemeinsamen einwertigen Anion Cl’ und 
a) einwertigen Kationen: 
” PP Pee 0,1 :0,01 544, 52, 554 53,6 
eee 01 :001 49, 48 48,5 
b) zweiwertigen Kationen: 
re 01 :0,01 134,234, 47, 38,194, -24 
ae 0.1 :0,01 21, —10, 12, —10 
ee 6 8 ee 0.1 :0,01 164, 9, 124, 404 

c) dreiwertigen Kationen: 
Mites os © 2 0,1 :0,01 264, 22, 205 22.8 
Ce Cl, . O1 :001 284, 204, 24 24 


Uberblicken wir diese Resultate, so ist zunichst die GréBe der 
Potentialdifferenzen auffallig. Konzentrationsketten mit HCl geben 
den vollen Maximaleffekt einer fiir H-lonen reversiblen Kette, nimlich 
fiir jede Zehnerpotenz des Konzentrationsverhaltnisses fast 57 Millivolt. 
Dasselbe gilt fiir die Konzentrationskette mit Pikrinsiure. Was die 
Natur dieser Saure Letrifft, so ist es schon lange bekannt, dab sie eine 
sehr starke Saure ist. Die verschiedenen Versuche, ihre Dissoziations- 
konstante zu bestimmen, fiihrten je nach den Bedingungen und der 
Methode zu verschiedenen aber immer sehr groBben Werten. In einer 
unter Leitung von Michaelis ausgefiihrten Untersuchung hat (rdger') 
gezeigt, dafs Konzentrationsketten mit Pikrinsiurelésungen und Chin- 
hydronelektroden nach Bijlmann und nach Sérensen eine EMK haben, 
welche nur etwa | bis 2 Millivolt kleiner ist als die einer HCl-Konzen- 
trationskette. Inzwischen ist sie von Halban und Ebert*) noch genauer 
untersucht worden. Nach diesen Untersuchungen diirfen wir heute 
die Pikrinsaiure als eine starke, unter fast allen Umstiainden beinahe 
vollkommen dissoziierte Sfiure auffassen, wobei nur der Aktivitits- 
faktor der Pikrationen unter gleichen Konzentrationsbedingungen etwas 
anders ist als bei HCl. In Ubereinstimmung hiermit gibt auch die 
Konzentrationskette mit Pikrinsiure an der Kollodiummembran 


1) Grdger, Dissertation, Berlin 1923. 
2) Halban und Ebert, Zeitschr. f. physik. Chem, 112, 359, 1924. 
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praktisch dieselbe EMK wie die HCl-Kette. Die Pikrinsiurekette ist 
ein sehr anschauliches Beispiel, um die spiter zu besprechende Theorie 
dieser Kette zu erlautern. Man kann namlich durch Diffusionsversuche 
zeigen, da die Kollodiunmimembran fiir Pikrationen absolut undurch- 
lissig ist. Diese Anionenundurchlissigkeit kann fiir die stark gefirbten 
Pikrationen viel miiheloser nachgewiesen werden als fiir die gewohn- 
lichen Anionen. Auch farbt sich die Substanz der Hiilse mit der 
Pikrinsaure nicht an. 

Die Ketten mit den Salzen lassen zuniichst erkennen, dab die 
Natur des Anions véllig belanglos ist. Nur die Konzentrationsketten mit 
KOH und NaOH haben oft eine etwas veringere EMK, bis herab zu 30 
statt etwa 50 Millivolt. Ist das Kation einwertig, so betragt die EMK 
fiir ein Konzentrationsverhaltnis 1:10 bei Anwendung eines ganz 
beliebigen Salzes in der Regel zwischen 40 bis 52 Millivolt. Die Natur 
und die Wertigkeit des Anions hat keinen EinfluB darauf. Die Werte 
sind etwas individuell fiir die verschiedenen Hiilsen. Die Konstanz 
der Werte ist meist innerhalb von 2 bis 3 Millivolt gut, in anderen 
Fallen ein wenig schlechter. Die EMK der Kette mit LiCl ist mit der 
Zeit etwas verainderlich und erreicht oft lange Zeit keinen konstanten 
Wert. Dasselbe gilt auch bisweilen fiir NaQH, waihrend es bei KOH 
nicht der Fall ist. In allen Fallen ist die verdiinntere Lésung positiv 
gegen die konzentriertere. 

Die Ketten mit zweiwertigen Kationen sind viel schlechter reprodu- 
zierbar. Sie schwanken so sehr, daB gelegentlich eine Umkehr des 
Vorzeichens eintritt, und bei ihnen wird die EMK oft lange Zeit nicht 
konstant. Bei den dreiwertigen Kationen ist die EMK besser reprodu- 
zierbar, ist aber kleiner als bei einwertigen. Sie zeigen aber oft be- 
deutende zeitliche Schwankung. 

Zur besseren Beurteilung dieser Resultate ist es wiinschenswert. 
einige Ketten mit symmetrischer Anordnung zu messen, bei denen 
kein Potentialunterschied zu erwarten ist. Solche Versuche ergaben 
sich in der Tabelle Il. Wie man sieht, ist der theoretisch zu erwartende 
Wert 0 selten in vollkommener Weise realisiert Potentialdifferenzen 
von 2 bis 3 Millivolt, ja sogar bis zu 7 Millivolt kommen vor. Da die 
Fliissigkeiten dieser Kette ganz symmetrisch sind, kann die Ursache 
der EMK nur auf irgend einen von selbst verlaufenden ProzeB in det 
Kollodiummembran zuriickgefiihrt werden. Dieser mag vielleicht in einer 
durch die Elastizitat hervorgerufenen Veranderung der Struktur bestehen, 
welche an der konvexen und der konkaven Seite der Hiilse in ver- 
schiedener Weise gesghieht. Jedenfalls zeigen uns diese Versuche an, 
daB auf alle Fille Yei solehen Ketten mit Kollodium eine irgendwelcher 
theoretischen Behandlung nicht zugingliche Unsicherheit von cinigen 
Millivolt bestehen bleibt. Diese Unsicherheit ist aber sehr klein gegen- 
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iiber der gesamten EMK in den Ketten mit unsymmetrischer Anordnung 
Jedenfalls hindert dieser Umstand, daB die aus der Semipermeabilitats- 
theorie berechneten elektromotorischen Effekte bei unsymmetrischen 
Anordnungen aufs Millivolt genau durch das Experiment bestatigt 
werden. Aber derartige Falle, daB ein Potential innerhalb einiger 
Millivolt unsicher ist, gibt es selbst bei metallischen Elektroden sehr 
viel, und man wird deshalb nicht die allgemeine Theorie fiir solche 
Falle verwerfen, sondern die Ursachen fiir die kleinen Abweichungen 


besonders zu erforschen haben. 


Tabelle 11. 





Konzentration in 
Salze Normalitat in den EMK in Millivolt Mitte! 
beiderseitigen Lésungen 


— | 01 03. 5 6 O35 2.9 
KCI. . a 0.1 2,7, 04,354, —1,—1, + 1 16 
« ee Ol l4y, OA, 12, 35, 05 17 


3. Ketten mit verschiedenen Salzen bei cleicher Konzentration. 


Eine zweite Versuchsreihe stellt die Potentialdifferenzen zwischen 
zwei Lésungen verschiedener Elektrolyte bei gleichen Aquivalent- 
konzentrationen fest. Auch hier ergaben sich in der Regel grobe EMK, 
wenn das Kation beider Elektrolyte verschieden war. Bei gemein- 
schaftlichem Kation dagegen ist die EMK stets innerhalb der soeben 
diskutierten Fehlerquellen =- 0, welches auch das Kation sei, und 
unabhangig davon, ob das Anion gemeinschaftlich ist oder nicht. Die 
Anionen sind véllig belanglos Ketten mit KCl und KJ, KCI und 
1, K,-Oxalat, KCl und '/, K,-Ferricyanid geben eine EMK praktisch 

0, und sogar das OH-Ion verhalt sich kaum anders. Ketten mit 
KCl und KOH ergeben bei 0.1 n Konzentration Werte zwischen 
4 und 18 Millivolt, bei 0,01 n Konzentration sind sie  praktisch 

0. Die Ketten mit NaCl und NaOH geben bei 0,1 n Konzentration 
7 bis 15 Millivolt, bei 0.01 n Konzentration 10 bis 19 Millivolt. Die 
OH-lIonen sind daher die einzigen Anionen, von denen man nicht mit 
voller Sicherheit behaupten kann, daB sie unter allen Bedingungen fiir 
die GréBe der EMK einer Kette wirklich ganz belanglos sind. Auf 
alle Falle ist der EinfluB8 der OH-Ionen aber sehr gering. 

Man beachte die Verschiedenheit dieses Verhaltens der Kollodium.- 
membran gegeniiber dem einer H,-Elektrode; man erkennt, dab die 
Kollodiumkette auch nicht in grébster Annaiherung als eine nur fii 
H-Ionen reversible Kette betrachtet werden kann, wie etwa die Gas- 
kette von Cremer und Haber. 

i* 
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Tabelle 111. 
Ketten mit verschiedenen Salzlésungen bei gleicher Konzentration. Die 
nicht eingeklammerten Zahlen geben die EMK in Millivolt fiir die 
Konzentration 0,1 n in beiden Lésungen, die eingeklammerten fiir 0,01 n 
in beiden Lésurgen. Das Vorzeichen bezieht sich auf die zu zweit- 
genannte Salzlésung. 





Art der Kette EMK in Millivolt Mittel 
1. Ketten mit gemeinschaftlichem Anion. 
KCl gegen NaCl ........ | 51, 45 (49, 42) 48 (45,5) 
NHC] ... 22 eo || Sb 7, —7 — 63 
Lic]. ........ . Ti, 75, 75 (42, 534), 81) 73,6 (58,6) 
RbCl .... 2... + | —10, —7 (—I1) — 85 (— 11) 
Othe «ep es st oo oe Oo eee 90 (97) 
eae oe 128 
BaCi, ....... - || 825, 1015, 765 86.8 
ot eres se 42.9 
ew «a we + + 2 ee 
HC]. ........ ~ —84,—94,— 100(— 88, —92,6 (—89,5) 
— 91 


HCl gegenNaCl .... 2... 141, 140 (1204, 1374, 1405 (124.7) 
114y, 1284) 
LiCl. ........ | 168 167 (1254 
Ge sw co & i we ee ee ee 
LiCl gegen NaCl... . 2...) —33, —45, —41 (224 —39,6 (—11,3) 


, 1254) 164,5 (125) 
87 


— 18 4, —38) 
2. Ketten mit gemeinschaft!ichem Kation. 
KCi gegen KBr. ........ | 486, 0 2,2 
KJ ......64..- 03, —08 (—44, —2) —02 (—3) 
a) aes | 35 
K,SO,. ....... —35,—15 (—6y) —25 (—6) 
K,CO,. — 55, —48 — 5, 
K,C,0O, — 3,5, 3,5 0 
K,FeCy,. ....../|—15, —35 —25 
 , ee 13,5, 5.0, 16,5, 4,0, 7.5, 


Ape 3, 0,3, 3, — 0,2, 

15, —05, —1, 5) 9,9 (0,9) 
1, 15,3 (17, 16, 20, 
, 18, 14, 10,5, 19,5) 12,3 (15,3) 


3. Ketten mit H’ und OH". 


HCl ggenKOH ....... .« || 114,5, 113, 118 li 
MOON... eee ee i, B, , 12 


ae 


woe" 


NaCl gegen NaOH 


| 
8 


te o 


4. Ketten mit Salzen der Alkaloidbasen (in 0,01 aquivalentnormale: 
Konzentration). 


KCl gegen Strvchninsulfat. . . . 35, 35 35 
Chininhydrochlorat , . 47, 48 475 
Pilocarpinhydrochlorat 23, 29 26 
Atropinsulfat ... . 44, 35 39,5 


Die Deutung aller dieser Befunde kann darin gefunden werden, 
daB die Beweglichkeit der Anionen noch starker herabgesetzt ist als 
in der Pergamentmembran. Die Befunde haben eine auffallige Ahnlich- 
keit mit denen an der Apfelschale, und zweifellos wiirde eine vollkommene 
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Deutung der Kollodiumversuche auch fiir die Apfelschale zutreffen 
und an die Stelle der von Beutner empfohlenen Phasengrenztheorie 
treten miissen. Die Konzentrationsketten mit HCl ergeben eine so 
hohe EMK, dab die Permeabilitat fiir Cl-lonen im Vergleich zu der 
der H-lonen praktisch =- 0 angesehen werden kann. Die Konzen- 
trationsketten mit Neutralsaizen ergeben meist etwas kleinere Werte als 
die theoretischen Maximaleffekte. Man hat hier zunachst die Wahl, 
ob man auch hier die Anionen fiir véllig impermeabel halten und das 
Defizit der EMK auf eine besondere, noch weiter zu untersuchende 
Ursache zuriickfiihren will, oder ob man die relative Beweglichkeit 
der Anionen hier etwas gréBer annehmen will. Auf den ersten Blick 
méchte man zu der letzteren Entscheidung neigen, jedoch ist ein Um- 
stand vorhanden, welcher sie zweifelhaft macht. Die EMK ist namlich 
fiir alle Neutralsalze mit einwertigem Kation praktisch gleich. Wenn 
die Anionen tberhaupt eine Rolle spielten, so miiBten doch wenigstens 
die ein- und mehrwertigen Anionen einen Unterschied ergeben. Das 
ist aber nicht der Fall. Auch miiBte sich ein Unterschied in der Beweg- 
lichkeit der Anionen untereinander doch zeigen, wenn man Ketten 
mit gemeinschaftlichem Kation und verschiedenen Anionen mibt. Diese 
jedoch geben mit jedem beliebigen Paare von Anionen alle praktisch 
den Wert 0, selbst die Kette KCl und K,-Ferricyanid: sogar die Kette 
KCl gegen KOH zeigt mit der kurz vorher besprochenen Einschriankung 
dasselbe Verhalten. Wir diirfen daraus schlieBen, daB im Vergleich 
zu den Kationen alle Anionen praktisch als impermeabel angesehen 
werden miissen. Es ist ja auch durchaus nicht bewiesen, daB eine 
Konzentrationskette mit einem Neutralsalz bei dieser Anordnung 
selbst bei vélliger Impermeabilitat des Anions genau denselben Effekt 
geben miibte wie eine Konzentrationskette, welche fiir diese Ketten 
reversible metallische Elektroden enthalt. Die strenge theoretische 
Bearbeitung dieser Frage soll auf eine spatere Zeit verschoben werden 

Die Ketten mit zwei verschiedenen Salzen in gleicher Konzen- 
tration (Tabelle II]. 1). gestatten uns, die relative Beweglichkeit der 
verschiedenen Kationen zu messen, wenn wir annehmen, dab die Beweg- 
lichkeit der Anionen auf alle Fille sehr klein ist gegeniiber der der 
Kationen. Wenn z. B. bei der Kette HCI KCI die KCl-Lésung um 
iiber 90 Millivolt positiver ist als die HCl-Lésung, so zeigt das an, dab 
die H-lonen ein Bestreben haben, viel schneller in die Membran ein- 
zudringen als die K-lonen. Die GréBe des Potentialunterschieds kann 
als ein MaB fiir den Unterschied der Beweglichkeiten der Kationen in 
der Membran betrachtet werden. Wenn wir die Potentialdifferenz aller 
Salze gegen einen gemeinsamen Standard, namlich KCl, vergleichen, 
so finden wir fiir die Beweglichkeit der cinwertigen Kationen folgende 


Reihe: 
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Potentialdifferenz von KC] gegen: 


es 
| a 
NH,C1. ia 
ee ee ee: 48 

Ss s+. © ww 8 73.6 


Die genauere theoretische Verarbeitung dieser Zahlen méchten 
wir auf eine spatere Arbeit verschieben und jetzt nur auf folgendes 
aufmerksam machen. Wenn die Kette HCI KCI die sehr grobe EMK 
von 92 Millivolt gibt, so bedeutet das, dal im Vergleich zu den H-lonen 
die K-Lonen schon beinahe undurchlassig sind. Wenn die Kette KCL LiCl 
die EMK 73 Millivolt hat, so bedeutet das, dab im Vergleich zu 
den K-lonen die Li-lonen praktisch beinahe impermeabel sind. So 
finden wir also innerhalb der Kationen viel starkere Unterschiede in 
der Beweglichkeit innerhalb der Membran als bei der freien Diffusion. 
Wenn wir fernerhin aus der vorher beschriebenen Konzentrationskette 
mit LiCl O,1: 0,01 eine EMK von iiber 50 Millivolt finden, so folgt 
daraus wieder, dab im Vergleich zu den Li-lonen die Cl-lonen praktisch 
unbeweglich sind. So finden sich innerhalb der Kationen ganz auBber- 
ordentliche Unterschiede in der Beweglichkeit innerhalb der Membran, 
und doch ist das am wenigsten bewegliche Kation Li immer noch sehr 
viel besser beweglich als irgend ein Anion. Eine theoretische Erérterung 
iiber die mehrwertigen Kationen wollen wir in dieser Mitteilung noch 
nicht geben. Sie soll in einer besonderen Arbeit geschehen. 

Wir haben auch einige der toxischen Alkaloide in den Bereich 
der Untersuchungen bezogen. Es zeigt sich nichts besonders Auffalliges 
bei diesen Kationen, ihre Beweglichkeit in der Membran ist scheinbar 
von der GréBenordnung der des Natriums (Tabelle III, 4). 

Die Verainderung des Kollodiums durch das starke Trocknen ist 
zweifellos auf eine Verengerung der Porenweite zurtickzufiihren. Solange 
die Poren noch gréBer sind, ist die Hemmung der Anionenbewegung 
noch klein, und mit fortschreitender Austrocknung werden sie immer 
undurchgangiger. Das voéllig ausgetrocknete Kollodium darf als praktisch 
undurchgingig fiir beliebige Anionen, aber durchgingig fiir alle ein- 
fachen Kationenarten betrachtet werden. Es ist somit ein voll- 
kommenes Modell fiir die Apfelschale, und in gewissem Sinne auch fiir die 
Membran der Blutkérperchen, nur dal diese umgekehrt, fiir Anionen 
durchdingig. fiir Kationen undurchgangig ist. 


4. Einige Versuche mit Salzkombinationen. 


Einige Versuche wurden mit Ketten von Salzgemischen gemacht, 
in der Weise, daB die beiden Lésungen alle Elektrolytarten gemein- 
schaftlich, wenn auch in verschiedener relativer Konzentration, enthielten. 
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Wir erwarteten, da® derartige Ketten bei der spateren theoretischen 
Bearbeitung des Materials von besonderem Nutzen sein wiirden und 
geben hier zunichst nur die Resultate. Fiir diese Ketten ist auffallig, 
dab das Potential besonders gut konstant bleibt. In der ersten Ver- 
suchsreihe sind verschiedene Chloride miteinander kombiniert.  Be- 
trachten wir z. B. die Ketten mit KCl und NaCl-Gemischen, so be- 
merken wir, dal} das Vorzeichen des Potentials, ja sogar die Grébe 
desselben beinahe allein durch die Konzentration des K’ bestimmt 
wird, waihrend das Na fast belanglos ist. Andererseits wird bei Kom- 
binationen von HCl mit Salzen das Potential fast allein durch die 
H-lonen bestimmt. Im allgemeinen hat also das schneller bewegliche 
lon den itiberwiegenden EinfluB auf den Sinn und die Grébe des 
Potentials. 

In einer anderen Versuchsreihe wurde eine Konzentrationskette 
von NH,Cl, 0,1 und 0,01 n untersucht, wobei jedesmal dine bestimmte 
Menge NH, zugefiigt wurde, so dab das py in beiden Lésungen stets 
gleich, in verschiedenen Versuchen aber verschieden war. Auf alle 
Falle aber war die Konzentration der lonen des Wassers verschwindend 
klein gegeniiber der Konzentration der Salzionen. Ein sicherer Einflub 
des py zeigt sich nicht, die Unterschiede sind nicht gréBer als sie in 
gewohnlichen Konzentrationsketten mit, verschiedenen Proben von 
Kollodiumhiilsen sind. 

Tabelle IV. 





Art der Kette EMK in Millivolt Mittel 
O.1n KCL + 0.01n NaCl) 0.0ln KC]+ O.ln NaCl . 34 34 
0O,In KCL0,01In KC] + O.In NaCl. . . aad 32 32 
Olin KC] + 0,0In NaCl 0.0In KCI . . 51 51 
0O.In LiCl + 0.0In HCIV/O0In HC]... . 7 7 
0O,In NaCl + 0,0In HCLOOIn HC]. . ee rT 4 
0.In KCL + 0,0ln HCLO,0OIn HC] . .. 2.5 2.5 

Membran A’ Membran B 

ott Pe) ° } i 52.5 39.5 46.0 
0,ln NH,CI+0,1n NH, /0,0ln NH,CI+ 0,01 n NH, 52.5 40.5 46.5 
0,.1nNH,CI+0,5n NH, 0,01 n NH,CI+0,05n NH, 42.0 36,5 39,2 
0.1n NH,C!+0,9n NH, 0,01 n NH,Cl+ 0,09n NH, 40.0 37.0 38.5 


5. Diffusionsversuche. 

1. Wenn man 0,1 n HCl-Lésung oder O01 n KCl-Lésung durch 
eine stark getrocknete Kollodiummembran von reinem Wasser trennt, 
so findet sich auch nach einer Woche in dem destilliertem Wasser 
weder eine Spur von HCI noch von KCl (Tabelle V, Versuch Lund 2C, 
Bei den Versuchen mit HCl tritt nur in einigen Fallen nach langer 
als einer Woche im destillierten Wasser eine ganz minimale Siuerung 
ein, welche soeben gerade durch eine leichte Orange -Verfarbung des 
Methylorange erkannt werden kann. Eine emwandfreie Cl-Reaktion 
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wurde selbst nach 24 Tagen in dem Wasser nicht festgestellt. Bei den 
Versuchen mit KCl] konnte nach 25 Tagen im Wasser weder K noch Cl 
gefunden werden. 

2. Wenn man eine 0,1 n HCl-Lésung durch die Membran von 
einer 0,1 n KCl-Lésung trennt, so tritt von Tag zu Tag sichtbar fort- 
schreitend ein Austausch der H- und K-lonen in den Lésungen ein 
(Tabelle V, Versuch 1A). Schon am zweiten Tage beginnt die Reaktion 
in der KCl-Lésung deutlich sauer gegen Methylorange zu werden, und 
als der Versuch am 24. Tage abgebrochen wurde, konnte in der HCI- 
Lésung deutlich K nachgewiesen werden. 

3. Wenn man 0,1 n KCl-Lésung gegen 0,1 n NaCl-Lésung durch 
Kollodium diffundieren laBt, so tritt sehr langsam ein Austausch der 
Kationen ein. Am zweiten Tage findet sich iibereinstimmend in allen 
Versuchen noch kein K in dem NaCl, wohl aber am elften Tage (Ta- 
belle V, Versuch 5). 

4. Wenn man 0,1 n KCl-Lésung gegen 0,1 n KNO,- oder K,SO,- 
Lésung diffundieren labt, so ist in der Regel (bei vier Versuchen dreimal) 
bis nach 3 Wochen kein Cl in der Nitrat- oder Sulfatlésung nachweisbar. 
In einem Falle mit offenbar nicht vollkommener Hiilse zeigten sich, 
wenn auch unmeBbare, Spuren von Clschon friiher. (Tabelle V, Versuch 2 A 
und 2B.) Andererseits zeigt der Versuch 2A 1 auch nach 25 Tagen 
noch keine Spur Cl. 

5. Wenn man 0,1 n KOH-Lésung gegen destilliertes Wasser 
diffundieren laBt, so wird das Wasser langsam, aber deutlich, von 
Tag zu Tag fortschreitend, alkalisch gegen Phenolphthalein. Schon 
nach | oder 2 Tagen wird das bemerkbar. Wenn man aber 0,1 n KOH- 
Lésung gegen 0.1 n KCl-Lésung diffundieren laBt, so wird das KC! 
nur sehr langsam, auf alle Falle viel langsamer als bei destilliertem 
Wasser alkalisch. Man beachte den Unterschied: HCl diffundiert 
nicht gegen destilliertes Wasser, aber gegen Neutralsalze; bei KOH 
ist es umgekehrt (Tabelle V, Versuch 3A und 3B). Die Diffusions- 
versuche mit Laugen bieten die technische NSchwierigkeit, dab das 
Kollodium allmahlich angegriffen wird, offenbar durch Verseifung des 
Cellulose-Nitratesters. Manchmal zerfillt der Boden der Hiilse, wenn 
man die Hiilse nach einer Woche aus der Fliissigkeit herausnimmt. 
Es ist deshalb schwer zu beurteilen, ob bei langfristigen Diffusions- 
versuchen mit Lauge die Permeabilitaét der Hiilse infolge der Korro- 
dierung erhéht ist. In den Versuchen: KOH gegen  destilliertes 
Wasser, erfolgt die Diffusion so rasch, dab diese Fehlerquelle nicht 
in Betracht gezogen zu werden braucht. Dagegen in den Versuchen 
mit KOH gegen KC! erfolgt die Alkalisierung des KCl so langsam, 
da®B der Versuch keinen sicheren AufschluB dariiber gibt, ob die Hiilse 
von vornherein den Durchtritt der OH-Ionen gestattet oder erst 
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allmahlich durch Korrosion fiir sie permeabel wird. Auf alle Fille 
bleibt die Tatsache bestehen, da der Durchtritt von KOH gegen 
Wasser gehemmt wird, wenn das Wasser KCl enthalt, wahrend um- 
gekehrt der Durchtritt von HCl ins Wasser iiberhaupt erst er- 
moglicht wird, wenn das Wasser KCl enthalt. 

Entsprechende Diffusionsversuche mit 0,0ln KOH-Lésungen 
haben den Vorteil, daB hier in absehbaren Zeiten keine Korrosion 
auftritt, aber das Diffusionsgefalle ist hier so vermindert. dal selbst 
in dem Versuch mit 0,01 n KOH und reinem Wasser in annehmbaren 
Zeiten keine Diffusion nachweisbar ist, geschweige denn in den Ver- 
suchen mit 0.0ln KOH- und 0.01 n KCl-Lésung (Tabelle V, Ver- 
such 4). 

Aus diesen Versuchen geht hervor, dal} die Membran fiir Anionen 
praktisch undurchlissig ist. Reine HCl kann gegen destilliertes Wasser 
nicht diffundieren, weil die H-lonen nicht durchtreteh kénnen, ohne 
eine Aquivalente Menge Cl-lonen mitzunehmen. Die Cl-lonen sind 
aber unbeweglich und kénnen nicht mitgeschleppt werden, die wenigen 
H-lonen, welche in die Membran eintreten, erzeugen die Potential- 
differenz, aber keinen analytisch nachweisbaren Ubertritt von Saure. 
Wenn dagegen in beiden Lésungen verschiedene Kationen vorhanden 
sind, so steht dieses Hindernis nicht im Wege, und der Austausch der 
Kationen beweist die Permeabilitat derselben. Andererseits beweist 
der mangelnde Austausch der Anionen von KCI und KNO,, KC! 
und K,SQO, die Impermeabilitat der Anionen. Diese Versuche sind 
eine vollkommene Analogie zu den Diffusionsversuchen mit der Apfel. 
schale'), und das getrocknete Kollodium mu als ein vollkommenes 
Modell fiir die Apfelschale bezeichnet werden. 

Einer besonderen Erklairung bedarf der Diffusionsversuch mit 
KOH gegen KCl. Es tritt, solange die Hiilse intakt ist, keine Diffusion 
ein, weil zwischen den K-lonen in beiden Lésungen kein Konzentrations- 
unterschied besteht, und die Anionen undurchgingig sind. Bei der 
Diffusion von KOH gegen reines Wasser besteht dagegen eine Moéglich- 
keit eines Austauschs zwischen den K-lonen des KOH und den H-lonen 
des reinen Wassers. Es tritt also nicht einfach KOH aus der Lauge in 
das Wasser, sondern nur K-lonen. Dafiir diffundieren H-lonen aus 
dem Wasser durch die Membran in die Lauge. Jedenfalls wiirde der 
Proze} so verlaufen, wenn wir eine vollkommene Impermeabilitat 
aller Anionen annehmen. Wenn wir den Anionen eine geringe Durch- 
gangigkeit doch noch zuschreiben wollen, so wiirde sich der soeben 
beschriebene Austausch der Kationen mit einer langsamen direkten 
Diffusion von KOH kombinieren. Wieweit der eine oder der andere 


1) L. Michaelis und A. Fujita, diese Zeitschr. 158, 28, 1925. 
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Hiilse fiir Anionen ab. 
Tabelle V. Versuch 1. 
2 38 A B 
Cote 
as a2& 
228 
55s 0.1n HCl —0.1n KCI mit Methylorange 0.1n HCl \qua dest. mit Methylorange 
Vase 
Seu 
N & 1 2 3 a 5 6 
l rétlich rétlich rotlich gelb gelb gelb 
2 sebrdeutl.rot sehrdeutl.rot sehr deutl. rot - ~ 
8 “a ae “ = =" « «  Spurchen rétl etwas rétlich 




















10 Mh m= etwas rotlich 9 
20 Spurchen rotl 
24 K nechweisbar kK "nachweisber K nachweisbar Cc Inicht mache Cl nicht nach: Cl nicht nach- 
in HCl in HCl in H¢ weisbar in weisbar in weisbar in 
Wasser Wasser Wasser 
Versuch 2. 
Pc = 
Sse A B 
mes 
e°s5 
Sev , - 01n KCI Aqua dest. mit 
sé O1n KCL—0,1n KNO, 01n KCI — 0,1n KySO, Phenolphthalein 
Us 
— oS 
~ cy 1*) 2 3 4 5 6 
4 | Cl-Spurchen ferbl berbl 
é nachweisbar | (| nicht Cl nicht weer | - pec ae 
10 Cl nicht | in KNOs nachweisbar ' nachweisbar Cl nicht Cl nicht 
a nachweisbar in K2SO in K,SO ——— nachweisbar 
17 in KNO, | kitties ‘ n Wasser in Wasser 
21 sieelilins 
25 | in KNOs C » Spiirchen Cl-Spiirchen weder K noch weder K noch 


250, 


*) Gemeinsames Protokoll tir mehrere Parallelversuche mit gleichem Kesultat; 


der Versuch 2 ein vereinzeltes Ausnahmeresultat. 


in KoSO, 


Versuch 3°). 


Cl nachweis- 
bar i. Wasser 


Cl nachweis- 
bar i. Wasser 


dayegen ist 





2 » A 
= 2 
ees 0.1n KOH — 0.1n KCI mit 
3 - 3 Phenolphthalein 
205 
=-u-e 
N& l 2 3 
l tarblos farblos farblos 
5) 
3 a > ° 
5 schwach rétl. rot von unten 
von unten 
6 deutlich rot, farblos, Cl deutlich rot, 
Cl nicht nicht nach- Cl nicht 
nachweisbar weisbar in nachweisbar 
in KOH KOH in KOH 
7 Cl nicht nachs Cl nicht nach Cl nachweiss, 
weisbar in weishar in barin KOH 
KOH KOH Hulse korrod. 


B 
01n KOH Aqua dest. mit 
Phenolphthalein 
4 5 6 


schwach rotl. 
deutlich rot deutlich rot 


- “ “ on 


Spurchen rotl. 


schwach rétl. 
deutlich rot 


!) Dieser Versuch wurde noch zweimal wiederholt mit gleichem Resultat. 


























Elektr. Erscheinungen u. Ionendurchlassigkeit von Membranen. LV. oY 


Versuch 4. 








4 3. A B 
Zicé 
‘eotee 0.01n KOH — 0,01n KCI mit 00ln KOH Aqua dest. mit 
32-3 Pheno!phthalein Phenolphthalein 
4e§&c 
= 2 a< 
~ = 1 2 3 4 5 o 
l farblos farblos tarblos tarblos tarblos tarblos 
12 
19 - . . - 
Versuch 5. 
Zeit der Prufung 0,.1n KCl — 01n NaCl 
in Tagen nach 
der Ansetzung 1 2 3 
2 K nicht nachweisbar in’ Kk nicht nachweisbar in’ Kk nicht nachweisbar in 
NaCl NaCl NaCl 
1] K nachweisbar in NaCl kK nachweisbar in NaC!  K _ nachweisbar in NaC! 


Von den Diffusionsversuchen mit Nichtelcktrolyten moége in dieser 
Mitteilung nur vorlaufig erwaihnt werden, dali die ausgetrocknete 
Kollodiummembran durchlassig fiir Harnstoff, aber undurchlassig fiir 
Traubenzucker ist. 

Zusammenfassung. 

Eine Membran aus vollig ausgetrocknetem Kollodium hat folgende 
EKigenschaften : 

Bei gréberer Betrachtung erscheint sie so gut wie undurchlassig 
fiir Wasser und alle gelésten Stoffe. Eine genauere Untersuchung 
ergibt jedoch, dab eine geringe Durchlassigkeit noch besteht, welche 
fiir die verschiedenen lonenarten relativ auBerordentlich verschieden 
ist. Die Durchlissigkeit kann erkannt werden: erstens durch die 
Potentialdifferenzen von zwei verschiedenen Elektrolytlésungen, 
welche durch die Membran getrennt sind, zweitens durch langfristige 
Diffusionsversuche unter geeigneten Bedingungen. Beide Methoden 
ergaben das Resultat, da Kollodium praktisch voéllig undurchlissig 
fiir jedes beliebige Anion ist. Das einzige Anion, fiir welches eine 
wirklich vollstandige Undurchlassigkeit unter allen Bedingungen nicht 
ganz mit Sicherheit behauptet werden kann, ist das OH-lon, aber auch 
dieses ist jedenfalls relativ selbst im Vergleich mit den tragsten Kationen 
praktisch undurchgangig. Dagegen ist das Kollodium fiir alle einfachen 
Kationen permeabel. Die Reihenfolge dieser Permeabilitat ist dieselbe 
wie die Reihenfolge der Beweglichkeit in freier wiisseriger Loésung, 
jedoch sind die Unterschiede auBerordentlich verstarkt, so dab z. B. 
das K-lon relativ zum H-lon, und das Li-lon wiederum relativ zum 
K-lon als beinahe impermeabel bezeichnet werden kann. Die 
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Kollodiummembran ist, soweit experimentell tberhaupt festgestellt 
werden kann, ein vollkommenes Modell fiir die Apfelschale. Es 
erscheint kaum moéglich, die Theorie der Verteilungspotentiale zwischen 
verschiedenen Phasen auf diese Membranen anzuwenden. Dagegen 
ist das Verhalten der Kollodiummembran ganz analog dem der Per- 
gamentmembran, welches in der vorangegangenen Arbeit!) schon be- 
schrieben worden ist. Nur zeigt sich die Wirkung der kapillaren 
Spaltraume bei der viel dichteren Kollodiummembran in einem viel 
starkeren Grade. Bei der Pergamentmembran wurde die Beweglichkeit 
der Anionen nur etwas vermindert gegeniiber der freien Diffusion 
gefunden; bei der Kollodiummembran erscheint die Beweglichkeit 
der Anionen praktisch vernichtet, und die Unterschiede der Be- 
weglichkeiten der verschiedenen Kationen treten in iibertriebener 
Abstufung hervor. In beiden Fallen handelt es sich offenbar um 
eine Wirkung der Kapillaritat. deren theoretische Bearbeitung spater 


versucht werden soll. 


1) A. Fujita, diese Zeitschr. 159, 370, 1925. 
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Uber Verinderungen des Stoffwechsels unter Bestrahlung. 


Von 
Ludwig Pincussen. 


I. Mitteilung: 


Uber Verinderungen des Kalium- und Caleiumgehaltes des Blutes unter 
Bestrahlung. 


Von 
Irene Makrineos (Lamia, Griechenland). 


(Aus der biochemischen Abteilung des Stadtischen Krarnkenhauses am Urban, 
Berlin.) 


(Eingegangen am 3. Juni 1925.) 


In einer Reihe von Arbeiten aus dem hiesigen Institut ist gezeigt 
worden, daB der EinfluB der Bestrahlung ein auBerordentlich mannig- 
facher ist. Insbesondere werden die Stoffwechselvorgiange in erheblichem 
Mabe verandert. Die Stickstoffmenge, welche der Organismus aus 
scheidet, andert sich durch Bestrahlungen in typischer Weise: 
ahnliches gilt fiir die einzelnen Komponenten des Stickstoffs, deren 
Verteilung gegeniiber der Norm charakteristische Abweichungen aus- 
weist (1). Ahnlich wie die stickstoffhaltigen Ausscheidungsstoffe, 
werden auch die Derivate der Purinkérper beeinflubt, wie Pincussen (2) 
in einer Reihe von Untersuchungen nachweisen konnte. Die Kohlen- 
hydrate, die unter abnormen Zustanden beim Diabetes im Harn aus 
geschieden werden, verschwinden unter Bestrahlung, besonders bei 
Sensibilisierung mit gewissen Farbstoffen, vor allem mit KEosin, ganz 
oder zum Teil aus dem Harn und auch die beim Diabetes vorkommenden 
Acetonkérper werden zum gréBten Teil zerstért (3). Die Modifikationen 
des Stoffwechsels sind also zum Teil unter Bestrahlung ganz gewaltige, 
besonders wenn man. wie es zuerst von Pincussen angegeben worden 


ist, den Organismus durch fluoreszierende Farbstoffe fiir die Liclét- 


wirkung sensibilisiert 
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Nicht so zahlreich wie die Ergebnisse fiir den Harn sind die Be- 
funde, welche das Blut betreffen. Wir wissen, daB die im Blute faBbaren 
Stoffe uns wichtige Anhaltspunkte fiir den Ablauf des Stoffwechsels 
geben, wenn man auch sagen mu, dab die Blutanalyse zurzeit ein 
wenig tiberschatzt wird, indem sie schlieBlich nur einen Teil der Ver- 
haltnisse uns nahe bringt. Auch fiir das Blut legen eine Anzahl wichtiger 
Ergebnisse vor. So hat z. B. Pincussen die Abnahme des Blutzuckers 
beim Diabetiker unter Bestrahlung nachgewiesen, wahrend Rothmann (4) 
dasselbe fiir den normalen Organismus erweisen konnte. Uber das Ver- 
halten der Stickstoffsubstanzen im Blute belehren unter anderem die 
Ergebnisse von Pincussen, Anagnostu und Zangrides, dal} der Rest- 
stickstoff im Blute von Kaninchen, die dauernd am Lichte gehalten 
bzw. bestrahlt wurden. erheblich abnimmt, und zwar sowohl unter 
Sonnenlicht wie auch unter der Einwirkung hochkerzigen Gliihlichts, 
wenn die Strahlenwirkung durch einen sensibilisierenden Farbstoff 
gesteigert wurde. 

Noch sehr wenig ist bekannt iiber das Verhalten der Kationen unter 
Bestrahlung. Wir wissen, dali der Antagonismus Kalium—Calcium 
im Organismus eine sehr wichtige Rolle spielt und es ist wohl denkbar, 
da®B durch Bestrahlungen, die so allgemeine Stoffwechselanderungen 
setzen, auch Verschiebungen zwischen diesen Kationen erfolgen. Hierzu 
kommt, dal} wir, besonders dank den Arbeiten von Hess (5) und anderen, 
wissen, dali die Bestrahlung eine wichtige Rolle bei der Behandlung 
der Rachitis einnimmt, wobei man wohl ebenso auf gewisse Verschie- 
bungen schlieBen kann. Um dieser Frage etwas naher zu kommen, 
habe ich an einer Reihe von Patienten, und zwar an solchen, bei denen 
irgendwelche Stoffwechselstérungen nicht bestanden — Rekonvaleszenten 
nach akuten Krankheiten, Rheumatikern, Neurasthenikern —, den 
Kalium- und Calciumgehalt des Blutes gepriift. Es wurde die Bestimmung 
stets am Se:um des Blutes ausgefiihrt, welches den Patienten morgens 
niichtern entnommen worden war. Die Bestimmungen erfolgten nach 
den Angaben der Mikromethodik von Pincussen, und zwar wurden 
Caleium und Kalium getrennt in verschiedenen Portionen des Blutes 
bestimmt. 

Die Patienten wurden zuniachst ohne Behandlung untersucht: 
dann folgte in der Regel eine mehrtagige Bestrahlung (3 bis 4 Tage) 
mit der Quarzlampe (60cm Entfernung, beginnend je 3 Minuten 
Bauch und Brust, dann jeden Tag je 1 Minute steigend). Nachdem 
wiederum untersucht worden war, wurden die Patienten sensibilisiert, 
und zwar so, daB ihnen der sensibilisierende Farbstoff !. bis 4, Stunde 
vor der Bestrahlung in Gelatinekapseln oral verabreicht wurde. 
Blutentnahme erfolgte stets am niichternen Patienten; solche, die 
bestrahIlt wurden, lieben bis zut Blutentnahme. welche 1 Stunde 
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nach der Bestrahlung ausgefiihrt wurde, ohne Nahrung. Als Sensi- 
bilisatoren dienten die zuerst von Tappeiner und Jodlbauer unter- 
suchten und von Pincussen seit ungefahr 12 Jahren fiir diese Sensi- 
bilisierung des Saugetierorganismus angegebenen Farbstoffe: Eosin 
(blaulich. Kristalle, Hochst) 0.3. bis 0.4 g, Methylenblau (medicinale 
Hochst 025g), dichloranthracendisulfosaures Natrium 0.25 ¢ und 
anthrachinondisulfosaures Natrium 0,25 g¢. . Kontrollversuche hatten 
gezeigt. da die Einverleibung der Farbstoffe allein cinen Einflubs 
nicht hatte, so dal dieser Versuch im allgemeinen an den Patienten 
nicht angestellt wurde. Die Resultate sind in nachfolgenden Tabellen 
zusammengestellt 
Tabelle 1. 


K-Gehalt des Serums (mg-Proz.). 





Name \ nbehandelt Bestrahlt Bestrahlt mit Sensibilisator 

_ a yee a 21,4 19.0 E 19.9 — 
Se ae 19.5 17,25 FE 16,7 = 
Ob. ae La 21,3 17,75 A170 M 12.8 
ER re 22.75 18,46 M 15.62 D 13,27 

i as S ga ss 21.3 18,40 A 14.92 A 14.20 
. SSR eo 21,3 18,50 A210 Al7A4 
ee 19.2 17,75 E 18.0 KF 15.6 
ee 17,75 13,49 M 14,35 ~_ 
Li. 7.75 15,62 D 14.20 — 
Ri. 22.5 17,39 E 18,60 — 
Go. 21.8 18.8 E203 — 
Ko. 22,1 16.4 FE 18,06 — 

Ca-Gehalt des Serums (mg-Proz.). 

a ee ae 10.9 10,4 FE 11,0 — 
Se! ok ae ek ol 10.0 90 E 90 one 
Sie: ata ae + 11,0 11,0 A109 M 11.6 
ee eee ? 11,0 M 10,6 D112 
SS 10.5 10.0 A 90 A 95 
se ar a os a 10.0 10.4 AllLO A100 
Mae Ss ae sce % 11,0 10.3 E ? — 
ee 11.0 10.4 M 11,4 _ 
Se Ser 11.0 10.5 D 98 — 
a ae a ge tee 11,3 11,0 E115 
Gio. . te oe ere 115 10,6 E1038 —_ 
a . 11.4 10.6 E108 — 


Anm. E blaulich; A Anthrachinondisulfosaures Na; M Methylenblau; D — Dichlor 
anthracendisulfosaures Na 


Die Ergebnisse sind mit ganz geringen Abweichungen durchaus 
eindeutig. Wir kénnen zunachst feststellen, daB der Kaliumgehalt 
des Blutes unter Bestrahlung deutlich abnimmt: das Ausmab ist etwas 
verschieden, doch ist die Tendenz auberordentlich eindeutig. Die 
Abnahmen betragen im allgemeinen nach einer dreimaligen Be- 
strahlung (also zweimal 3, zweimal 4, zveimal 5 und zweiraal 6 Minuten) 
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ungefahr 10 Proz., in einzelnen Fallen noch erheblich mehr. Was nun 
die Sensibilisation mit Farbstoffen betrifft, so ergibt die Behandlung 
mit Eosin zum Teil keine weitere Abnahme, zum Teil sogar eine geringe 
Zunahme gegeniiber den Werten, welche durch vorherige Bestrahlung 
mit der Quarzlampe ohne Sensibilisator erhalten worden waren. Die 
Zunahmen sind sogar unter Umstanden betrachtlich, die Werte bleiben 
aber durchaus niedriger als die beim unbestrahlten Patienten. 

Anders stellen sich die Resultate dar bei Anwendung von Anthracen- 
farbstoffen als Sensibilisator. Durchweg gehen die Werte des Kaliums 
noch unter die bei einfacher Bestrahlung erhaltenen herunter, zum Teil 
sogar in sehr betrachtlichem MaBe. Ganz ahnliches gilt vom Methylen- 
blau, welches ebenfalls ein starkes Herabgehen des Kaliumwertes mit 
sich fiihrt; es scheint also, daB die verschiedenen Farbstoffe nach ihrer 
Absorption gewissermaBen spezifisch wirken. 

Nicht ganz so klar liegen die Verhaltnisse beim Calcium. Man 
kénnte sich vorstellen, daB sich die Wirkungen auf die Rachitis zum 
Teil darin auBern kénnten, daB Calcium aus dem Blute verschwindet. 
Es scheint aber, daB dies nicht erforderlich ist, indem wir ja das Blut 
eigentlich nicht als Depot, sondern mehr als Transportmittel ansehen 
miissen. Nur ein gewisser Stand diirfte im Blute stets gehalten werden, 
der nur unter ganz besonderen Verhaltnissen eine Anderung erfahrt. 
Wir kénnen in der Tat aus dem Calciumgehalt des Blutes die Ver- 
ainderungen im Stoffwechsel nur sehr bedingt herleiten. Die Tabellen 
meiner Versuche zeigen, daB die Anderungen des Calciumgehalts bei 
weitem nicht so ausgepragt sind, wie die des Kaliumgehalts. In einer 
Reihe von Fallen, in welchen der Kaliumgehalt starke Veranderungen 
unter Bestrahlung aufweist, bleibt der Calciumgehalt ganz unverindert. 
Man kann vielleicht sagen, daB unter Bestrahlung eine leichte Tendenz 
zur Calciumverminderung besteht, die aber keinesfalls ein gréBeres 
Ausma erreicht, meistens sogar in die Fehiergrenzen fallt. Auch 
die Sensibilisierung mit Farbstoffen andert hieran nicht viel. Unter 
Eosin besteht so gut wie keine Veriinderung, es scheint jedoch, dab die 
Sensibilisierung mit Methylenblau, auch mit Anthracenfarbstoffen, 
in einigen Fallen eine leichte Zunahme des Calciums im Blute bedingt. 
Ich méchte jedoch die Entscheidung, ob wir es hierbei mit etwas 
Wesentlichem zu tun haben, offen lassen. 

Kalium und Calcium sind im Organismus Antagonisten und da 
erscheint es wohl wichtiger als die absoluten Zahlen, das Verhaltnis des 
Calciums zum Kalium zu untersuchen. Bei der geringen Veranderung, 
welche die Calciumwerte erleiden, spielt fiir diesen Quotienten fast 
nur das Kalium eine Rolle. Stellen wir die gefundenen Werte unter 
diesem Gesichtspunkt zusammen, se ergibt sich, daB beim Menschen 
unter Quarzlampenbestrahlung der Quotient K : Ca deutlich abnimmt, 
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und dab wir gelegentlich zu Werten kommen, welche bis 25 Proz. unter 
dem Anfangswert des unbestrahlten Patienten liegen (Tabelle L1). 
Entsprechend den vorher mitgeteilten Kaliumergebnissen verringert 
sich der Quotient noch bei Sensibilisierung mit Methylenblau und 
Anthracenfarbstoffen, er bleibt konstant oder geht sogar ein wenig 
gegeniiber der Zahl bei einfacher Bestrahlung in die Héhe bei Sensi- 
bilisierung ‘mit Eosin. In einigen Fallen finden sich hiervon gewisse 
Abweichungen. Es wird in der folgenden Abhandlung dargetan werden, 
daB sich die Ausscheidungsverhaltnisse ungefahr umgekehrt proportional 
zu diesem Verhalten andern, wenn Kaninchen dem Lichte der natiir- 
lichen Héhensonne ausgesetzt werden. 


Tabelle 11. 


Verhialtnis K : Ca. 
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Name Unbehandelt Bestrahlt Bestrahit mit Sensibilisator 
ee ee ee 1,97 1.83 E181 ~— 
See eae ee 1,95 1,92 E 1,85 — 
i oe a wae 1,94 1,62 A 1,56 M111 
a « = =e * = + — 1,67 M 1,48 D119 
, eo ee 2.03 1,84 A 1,66 A149 
RG a ev i ee ge 2,13 1,78 A190 A 1,74 
ea ee ee 1,75 1,72 — — 
ah’ “6.6 o.are et 1,62 1,30 M 1,26 — 
Bek chs, or a eS 1,62 1,49 D 1,45 - 
| er a 2,00 1,58 E 1,62 -- 
Ee a ae 1,90 1,77 E 188 = 
a Ss aoe ae et te 1,95 1,55 FE 1,66 


Irgendwelche Folgerungen méchte ich aus meinen Versuchen 
vorlaufig nicht ziehen. Bei der besonders von Araus und seiner Schule 
vertretenen Lehre von der Wertigkeit des Kaliums und Calciums fiir die 
Funktion des parasympathischen bzw. sympathischen Systems, des 
Kaliums als Korrelat des Vagus, des Calciums als Korrelat des Sym- 
pathicus liegt es nahe, die Ergebnisse nach diesen Gesichtspunkten 
hin auszuwerten. Ich méchte mich von Spekulationen zunachst frei- 
halten, da ich nicht sagen kann, in welcher Weise das augen- 
scheinlich aus dem Blute verschwindende Kalium seinen weiteren Weg 
macht. Zuniachst ist es durchaus nicht klar, ob der geringe Kalium- 
gehalt des Blutes zuriickzufiihren ist auf einen geringeren Eintritt von 
Kalium aus den Geweben oder eine erhéhte Abwanderung. — Sicher 
geht aus den Ergebnissen weiterer Untersuchungen hervor, da} minde- 
stens zum Teil der geringe Kaliumgehalt auf eine erhéhte Abwanderung 
durch die Nieren zuriickzufiihren ist: es steht aber dahin, in welcher 
Weise sich die Zuwanderung aus den Geweben regelt. Wir diirfen eben 
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nicht vergessen, da die Hauptfunktion des Blutes die eines Transport- 
mittels ist, und da®B seine Analyse allein nicht geniigt, um biindige 
Schliisse zu ziehen. 
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Uber Veranderungen des Stoffwechsels unter Bestrahlung. 


Il. Mitteilung: 


Zur Beeinflussung des Mineralstoffwechsels durch Sonnenlicht. 


Von 


Ludwig Pineussen. 


[Aus dem Institut fiir Hochgebirgsphysiologie und Tuberkuloseforschung 
in Davos!)]. 


(Eingegangen am 3. Juni 1925, ) 


In der vorhergehenden Arbeit wurde gezeigt, daB unter Bestrahlung 
die Kalium- und Calciumwerte des Blutes ganz charakteristische Ver 
anderungen zeigen, die sich in jedem Falle darin aéuBern, da®b das Ver- 
haltnis Kalium : Calcium abnimmt, wenn auch graduelle Unterschiede 
bestehen, welche unter anderem durch die Art des angewandten Sensi- 
bilisators bedingt sind. 

Die nachfolgenden Versuche wurden mit dem natiirlichen Sonnen- 
licht angestellt, und zwar in einer giinstigen Zeit, Ende Marz, wo 
die Héhensonne in Davos (1560m) schon sehr reich an chemisch 
wirksamen Strahlen ist. Als Versuchstiere dienten jiingere, helle 
Kaninchen (nicht Albinos), von einem Gewicht von ungefihr 1200 g 
Sie wurden in iiblichen Stoffwechselkifigen gehalten, zunachst eine 
gewisse Periode lang im fast verdunkelten Raume, und nach Be- 
endigung dieser Periode, welche im allgemeinen 3 Tage dauerte, dem 
Lichte ausgesctzt ; teils dem diffusen Himmelslicht, teils dem Sonnenlicht 
Sie blieben taglich ungefahr 8 Stunden am Lichte und wurden zur Nacht 
wieder in den geschlossenen Raum zuriickgebracht. Sammlung des 
Harns erfolgte in mehrtagigen Perioden; um Zersetzungsvorginge zu 
vermeiden, erhielt der Einsatz des Kafigs stets etwas Thymol 

Da moglicherweise die Ernihrung auf die Beeinflussung durch 
Licht einen EinfluB iiben konnte, wurden die beiden zum Versuch 
dienenden Kaninchen verschieden ernahrt: das eine erhielt Hafer 
das andere gelbe Riiben. Diese Nahrungsmittel zeigen sowohl eine 
deutliche Verschiedenheit im Gehalt an Calcium und Kalium, wie 


nachstehende Aufstellung ergibt: 


1) Ich méchte auch an dieser Stelle dem Direktor des Instituts, Herrn 
A. Loewy, fiir seine freundliche Hilfe bestens danken, 
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K,O CaO 
Toca: ce. & woe 0.45 O11 
Karotten .... 0.25 0.08 


wihrend aubBerdem die Riibe ein alkalisches, der Hafer ein saures 
Naihrmittel darstellt, indem in ersterer in der Asche die Kationen, im 
letzteren die Anionen iiberwiegen. Es war also wohl mdéglich, dab sich 
in der Wirkung des Lichtes prinzipielle Unterschiede ergeben wiirden. 

Bei den Analysen interessierte weniger die absolute Menge, wie das 
Verhaltnis der einzelnen Kationen zueinander. Nach den in der vorigen 
Arbeit mitgeteilten Befunden nimmt unter Bestrahlung das Kalium 
im Blute ab, wahrend das Calcium nicht so charakteristische Ver- 
anderungen aufweist, in jedem Falle war das Verhiltnis Kalium— Calcium 
vermindert. Schon bei diesen Untersuchungen ergab sich die Frage, 
auf welche Kosten diese Verainderung eintrat, insbesondere ob die 
Kaliumverminderung im Blute zuriickzufiihren wire auf eine Retention 
oder eine Mehrausscheidung von Kalium gegeniiber dem Ca. Die Er- 
gebnisse, welche nachfolgend tabellarisch mitgeteilt sind, beantworten 
diese Frage im wesentlichen: Dem verminderten Kalium : Calcium- 
quotienten im Blute entspricht eine starke Erhéhung des gleichen 
Quotienten im Harn. AuBerdem ist das Calcium im Harn unter Be- 
strahlung dem Magnesium gegeniiber stark vermindert, der Quotient 
Ca: Mg nimmt zum Teil sehr stark ab, und zwar bei welcher Nahrung 
auch immer. 

Die absoluten Zahlen der Ausscheidung kénnen aus duberen 
Griinden nicht ganz genau mitgeteilt werden: da sie fiir die gestellte 
Frage erst in zweiter Linie kommen, sollen sie an dieser Stelle fort- 
bleiben. Es wird gelegentlich eines anderen Versuches dariiber weiteres 
mitgeteilt werden. Ich gebe nachfolgend die Werte des Ca, K und Mg, 
wenn die K-Werte 100 gesetzt sind. 





K Ca Mg K:Ca Ca : Mg 


Karottertier. 


Dunkel 3Tage. .... 100 5,3 3,1 19 1,73 

i ee 100 3.9 6.9 25,3 0,57 

ae! ee are 100 3.0 4.8 33.5 0.62 
Hafertier. 

Dunkel 3Tage..... 100 25.5 18.5 3.9 1,38 

Licht Aa See 100 94 4.1? 10.6 23 

ee, ac See ae 100 5,7 94 17,6 0.61 


Die Analysen der Harnbestandteile erfolgten mit Hilfe von Mikro- 
methoden, welche ich im AnschluB an bestehende Methoden fiir den 
Harn ausgearbeitet habe, und die ich austiihrlich in der neuen Auflage 


4 


























Veranderungen des Stoffwechsels unter Bestrahlung. IT. 69 


meiner Mikromethodik schildere. Es mége an dieser Stelle nur bemerkt 
sein, daB fiir die Bestimmung des Kaliums die Fallung als Kalium.- 
kobaltnitrit im Zentrifugenglas, ahnlich wie sie fiir das Blut ausgearbeitet 
ist, sehr gute und leicht erreichbare Resultate gibt. Das gleiche gilt 
fiir die Fallung des Calciums als Oxalat und die Titration der freigesetzten 
Oxalsaure mit Permanganatlésung. Nicht unbetrachtliche Schwierig- 
keiten verursachte zuniachst die Ausarbeitung einer Methode der 
Magnesiumbestimmung in vom Calcium befreiten Harn; schlieBlich 
gelang es, unter Uberwindung mancher kleiner, im ersten Augenblick 
kaum erkennbarer und einschatzbarer Schwierigkeiten, das Magnesium 
als phosphorsaure Ammoniakmagnesia zu fallen und den Niederschlag 
durch Behandlung mit Molybdat und Hydrochinon zum kolorimetri 
schen Vergleich zu bringen. Gerade hier ergaben sich anfangs erhebliche 
Hemmungen, da Verdiinnung, Menge der Reagenzien u. a. das Resultat 
sehr stark beeinflussen kénnen. Die nunmehr durchgearbeitete Methode 
gibt aber ebenso wie die beiden vorher genannten, sehr gute eindeutige 
Resultate. 

Der Umstand, daB im Harn die Kaliumausscheidung gegenitibe 
der des Calciums vermehrt ist, erscheint bei den Blutbefunden nicht 
sonderlich iiberraschend. Was aber bei diesen Ergebnissen iiberrascht. 
sind die Ausmabe dieser Veranderung, welche weit tiber die im Blute 
beobachteten herausgehen. Wir sehen beim Karottentier das Verhiltnis 
Kalium—Calcium auf fast das Doppelte steigen, beim Hafertier sogar 
auf ungefahr das Vierfache. Hierfiir gibt es nur zwei Erklarungen, die 
ich hier auf ihre Richtigkeit nur bedingt priifen kann, da den Tieren die 
Nahrungsaufnahme freigestellt war: es wird entweder mehr Kalium 
ausgeschieden oder mehr Calcium retiniert als unter gew6hnlichen 
Verhaltnissen. Denkbar ist natiirlich auch eine Verschiebung der 
Calciumausscheidung durch den Harn oder den Kot. Bis in einem 
Versuch mit genau dosierter Nahrung diese Verhaltnisse exakt fest- 
gelegt worden sind, werden wir annehmen miissen, dafs diese Ver- 
schiebung zum groBen Teil auf Kosten des Calciums zu setzen ist, da, 
wenn wir sie nur auf das Kalium beziehen wiirden, der Organismus 
an diesem rapide verarmen wiirde. Da® aber eine Kaliumabnahme des 
Organismus an der Erhéhung des Verhiltnisses Kalium—Calecium im 
Harn beteiligt ist, scheint mir schon aus den Erge bnissen der Untersuchung 
des Blutes in der vorigen Mitteilung hervorzugehen. Fiir die Calcium- 
retention sprechen auch die Erfolge mit Bestrahlung bei der Rachitis. 

Nach der Theorie der Krausschen Schule gilt das Kalium als das 
Aquivalent des Vagus: im Zusammenhang mit den Blutergebnissen 
die schon in der vorigen Arbeit diskutiert wurden, wiirde anzunehmen 
sein, daB durch die Bestrahlung die Vagusaquivalente sich zugunsten 
der Sympathicus-Aquivalente vermindern, so daB also diese Verschie- 
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bung einen sympathikonischen Komplex bedeuten wiirde. Ich habe 
schon an friiherer Stelle die Meinung ausgesprochen, dali} mit der Be- 
strahlung unter Umstanden ein Sympathicuseffekt einhergehen kénnte 
(anfangliche Erhéhung des Blutzuckers bei Bestrahlung), was durch 
diese Untersuchungen eine gewisse Stiitze erfahrt. Uber diese Fragen 
wird noch ausfiihrlicher zu sprechen sein, wenn weitere Versuche vor- 
liegen, insbesondere solche tiber Veranderung der vagischen bzw. sym- 
pathischen Erregbarkeit parallel gehend mit diesen Veranderungen der 
Ausscheidung. 

Eine zweite auBerordentlich seltsame Verschiebung ist die Ver- 
anderung des Verhaltnisses Calcium — Magnesium. Wahrend, wie 
erwahnt, das Calcium im Verhaltnis zum K vermindert ist, nimmt die 
Ausscheidung des Magnesiums beim Karottentier absolut, beim Hafer- 
tier relativ zu und der Quotient Calcium— Magnesium, der beim 
Karottentier vor der Bestrahlung 1.73, beim Hafertier 1,38 betrug, 
geht bis ungefaihr 0,6 herunter. Eine anfangliche Steigerung beim 
Hafertier auf 2.3 vermag ich vorderhand nicht zu deuten. In welcher 
Weise diese Verschiebung vor sich geht und wodurch sie bedingt ist, 
ist vorlaufig unklar. Wahrend das Kalium in allen Fallen zum weitaus 
gréBten Teile durch den Harn ausgeschieden wird, erfolgt bekanntlich 
die Exkretion der Erdalkalien zum groBen, vielfach tiberwiegenden 
Teile durch den Kot. Es ist wohl méglich, daB durch die Bestrahlung 
in dem Sinne eine Verainderung gesetzt wird, dab gréBere Teile des 
Magnesiums statt durch den Kot im Harn ausgeschieden werden. 
Wir haben hier keine Parallele zum Blute, da Magnesium dort nicht 
bestimmt wurde. so da®B wir uns ein klares Urteil nicht bilden 
kénnen. Es scheint aber sicher, daB das Magnesium unter Bestrahlung 
in zunehmendem Mabe im Stoffwechsel eine Rolle spielt. 

Eine definitive Stellung zu diesen Ergebnissen zu nehmen, erscheint 
vor der Hand nicht angangig. Immerhin ist es wichtig, diese auber- 
ordentlich eklatanten Verschiebungen zu registrieren. ‘Sie werden 
weiter verfolgt werden miissen. 

Anhangsweise méchte ich noch einige Untersuchungen mitteilen, 
welche ich iiber das Verhaltnis Kalium—Calcium an _ verschiedenen 
Personen in Davos unter frei gewahliter Kost gemacht habe. Bei Ein- 
heimischen betrug die Relation Kalium: Calcium ungefahr 45, bei 
zwei jiingeren Personen mit Tuberkulose 12 bis 19. Bei zwei Personen, 
die nur fiir einige Wochen in Davos waren, wurde ein Verhaltnis 32 
gefunden, wahrend nach der Riickkehr nach Berlin ebenfalls unter frei 
gewahlter, aber der Davoser sehr ahnlichen Kost dieses auf 22 zuriick- 
ging. Ob und inwieweit hier Strahlungseinfliisse mitsprechen, kann 


vorlaufig nicht gesagt werden. 























Uber Verinderungen des Fermentgehaltes des Blutes. 


Von 
Ludwig Pineussen. 


Il. Mitteilung: 
Die Beeinflubbarkeit der Nuclease und Lipase. 


Von 
Eduardo Coelho (Lissabon). 


(Aus der biochemischen Abteilung des Stadt. Krankenhauses 
am Urban, Berlin.) 


(Eingegangen am 3. Juni 1925.) 


Wahrend die aus der auBeren Sekretion herstammenden Fermente 
durch entsprechende Eingriffe leicht in ihrer Menge und vielleicht auch 
in ihrer Wirksamkeit verindert werden kénnen, gelingt uns dies fiir 
die Zellfermente bisher nur in sehr beschranktem MaBe. Wir wissen 
nur, daB unter gewissen Verhaltnissen Zellfermente im Blute vorhanden 
sind. Wir miissen annehmen, daB diese mindestens zum groben Teil 
aus zugrunde gegangenen Zellen herstammen, deren Fermente nun frei 
geworden sind und im Blute erscheinen. Dieser Modus gilt mit groBer 
Wahrscheinlichkeit fiir gewisse eiweiBspaltende Fermente, welche, wie 
Pincussen und seine Schiiler (1) nachgewiesen haben, bei Bestrahlung 
des Gesamtorganismus, wie Pfeiffer (2) gezeigt hat, bei Verbriihungen 
im Blute erscheinen. Aber auch ohne so tief greifende Eingriffe kénnen 
eiweiBspaltende Fermente in das Blut abgegeben werden: diese Tat- 
sache bildet, wie bekannt, nach der zuerst von Pincussen ausgesprochenen 
Hypothese die Grundlage der Abderhaldenschen Reaktion. Solche 
Fermente, deren Menge bei anomalen Zustanden so erheblich vermehrt 


ist, daB ihr Nachweis ohne Schwierigkeit gelingt, sind auch im normalen 
Blute dauernd vorhanden (Pincussen). Es ist anzunehmen, daB nicht 
nur die Organzellen, sondern auch zugrunde gehende weibe Blutkérper- 
chen ihre Fermente an das Blut abgeben. Es ist nun wahrscheinlich, 
daB auch in ahnlicher Weise wie die eiweiBspaltenden die nuclein- 
spaltenden Fermente za erklaren sind, welche regelmabig im Bluté 
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angetroffen werden (Literatur siehe bei Pincussen und Krause) (4) 
Von anderen Fermenten erscheint die Herkunft weniger sicher, z. B. er- 
scheint es nach den bisher vorliegenden Erfahrungen nicht sicher, daB 
die im normalen Blut regelmaBig vorkommende Lipase oder, richtiger 
gesagt, das esterspaltende Ferment seine Herkunft aus zugrunde 
gegangenen Zellen, wenigstens nur aus solchen, herleitet. Die Meinungen 
iiber diese Frage sind nicht recht geklart : nach den neuen Untersuchungen 
von Rona und seinen Mitarbeitern sollen die normalen Lipasen des 
Blutes sich zwar im wesentlichen aus dem Blute selbst herleiten, ein 
anderer, vielleicht gelegentlich iiberwiegender Teil, aus verschiedenen 
Organen in das Blut ausgeschwemmt werden. Bisher sind uns fett- 
spaltende Fermente aus Zellen nur wenig bekannt: wir sind gewohnt, 
diese vor allem als Ergebnis der auBeren Sekretion anzusehen, und es 
scheint durchaus berechtigt, anzunehmen, daB auch durch die innere 
Sekretion solche Fermente in den Kreislavf gelangen kénnen. 

In der nachfolgenden Arbeit wurde versucht, der Frage betreffs 
der Abstammung zweier Fermente, der Nuclease und der Lipase im 
Blute auf die Weise niher zu kommen, daB der EinfluB gewisser 
Pharmaca auf den Gehalt des Blutes an diesen Fermenten gepriift 
wurde. Wenn es sich um Fermente aus Organen ohne Zellzerstérung 
handelte, deren Menge von der inneren Sekretion abhangig war, so war 
auf die betreffenden Eingriffe eine Veranderung zu erwarten; war die 
Menge der Fermente nur abhangig vom Zugrundegehen von Zellen, 
einer erhéhten Mauserung also, so konnten darauf nur solche Agentien 
wirken, welche ein Zugrundegehen der Zellen in héherem Mabe in ahn- 
licher Weise zur Folge haben, wie durch Bestrahlung oder Verbriihung 
die Menge der eiweibspaltenden Fermente, durch Réntgenbestrahlung 
die Menge der nucleinspaltenden Fermente im Blute gesteigert wird. 

In dem genannten Sinne wurde zunichst gepriift, welchen Einflué 
die Injektionen von Adrenalin und Pilocarpin auf den Gehalt des 
Kaninchenblutes an den betreffenden Fermenten hatten. Es wurde 
in der Regel angewandt die subkutane Injektion von 1 ccm einer 0,1 proz. 
Lésung von Suprarenin Héchst bzw. einer I proz. Lésung von Pilo- 
carpin. Des weiteren wurde in einzelnen Versuchen der EinfluB von 
K und Ca gepriift, endlich noch einige fiir die sogenannte ,,parenterale 
Reiztherapie** verwendete Praparate. 

Zunichst méchte ich die Versuche iiber die Nuclease schildern. 
Die hierbei geiibte Technik entsprach den Angaben von Pincussen 
und Krause, welche sich der zuerst von Pighini (6) angegebenen und 
auch von Neuberg (7) empfohlenen Methode der optischen Bestimmung 
dieses Fermentes bedienten. Eine gewisse Menge klar zentrifugierten 
Serums, meist 0,25 cem, wurden mit 2 ccm einer 2proz. Lésung einer 
Nucleinsiurelésung Boehringer und 8 ccm _ physiologischer Kochsalz- 
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losung gemischt und mit einem genauen Landolt-Lippich-Polarisations- 
apparat die Drehung der in 10-cm-Réhrchen, die mit einem Wasser- 
mantel versehen waren, eingefiillten Lésung in gewissen Abstinden 
kontrolliert. Die Réhrehen wurden zwischen den Ablesungen in einem 
Wasserbade von 37° gehalten. Um einen Uberblick zu haben, ob die 
verschiedene Reaktion einen EinfluB auf die Spaltung ausiibt, wurden 
zwei verschiedene Lésungen von Nucleinsaiure verwendet. 





Lésung | Losung II 
Nucleinsiure Boehringer... ... 22g 22g 
m/3 Natriumphosphat, sekundir . . 10 cem 12 cem 
m/3 Natriumphosphat, primar . . , 5 ccm = 
DS 6 cock -%. 6a Be ee ad 100 ad 100 


Im allgemeinen war die Spaltung bei Anwendung der Lésung | 
besser, das Optimum lag also bei etwas saurerer Reaktion, Es soll jedoch 
bemerkt werden, daB hiervon einige Ausnahmen beobachtet wurden, 
ohne Jaf dem niaher nachgegangen wurde. 

Die zum Versuch dienenden Kaninchen blieben vom Abend vorher 
ohne Nahrung. Es wurde das Blut aus der Ohrvene entnommen und 
sofort die Injektion angeschlossen. Es wurde 1 Stunde darauf wieder 
Blut entnommen, zentrifugiert und zum Versuch verwendet. 

Folgendes Protokoll gibt die Resultate eines Versuchs bei Adrenalin- 
injektion. Da die Ergebnisse mit kleinen Schwankungen ganz einsinnig 
waren, obgleich eine grobe Reihe von Versuchen angestellt wurde, 
diirfte es geniigen, ein Beispiel anzugeben. 





Unbehandelt Nach Injektion 
Minuten 
Losung I Losung I Lésung I Lésung I 
0 0,39 0,36 0.37 0.35 
15 0,18 0.14 0,19 0.16 
30 0.15 0,13 O17 O.14 
60 0,13 0,12 O15 0,12 
90 0.13 011 0,14 O11 
120 0,11 0,10 0,12 0,10 


Ganz Ahnliches gilt fiir die Injektion von Pilocarpin, wobei eben- 
falls irgendwelche wesentlichen Differenzen nicht nachgewiesen wurden. 
Wahrend beim unbehandelten Tier die Drehung der Reaktionslésung 
von 0,34 bis 0,04 herunter ging, wurde nach Pilocarpininjektion eine 
Spaltung in der gleichen Zeit (3 Stunden) von 0,32 bis 0,03 beobachtet ; 
in einem anderen Falle ging die Spaltung in der gleichen Zeit bei An- 
wendung von 0,25cem Serum von 0,28 bis 0,05, beim Pilocarpintier 
von 0,29 auf 0,05 herunter. Ganz ahnliche Verhaltnisse fanden sich, 
wenn Calcium oder Kalium injiziert wurden, 1 cem einer 10 proz. CaCl, 
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bzw. einer Iproz. KCl-Lésung intravenés, auch wenn Kalium und 
Calcium zusammen mit Adrenalin oder Pilocarpin eingespritzt wurden. 
Nachfolgend die Protokolle tiber die Wirkung von K und Ca. 


Intravendse Injektion von je 1cem KC] an zwei aufeinander folgenden Tagen 
(Lésung IT). 





Minuten Vorher Nachher Minuten Vorher Nachher 
0 0.32 0.32 60 0.10 0.10 
15 013 0.14 120 0.08 0.09 
30 O11 0.12 


Inirarenése Injektion von je leem CaCl,-Lésung (10proz.) an drei auf- 
einander folgenden Tagen. 





Minuten Vorher Nachher Minuten Vorher Nachher 
0 0.30 0.29 60 0.09 0,10 
15 O16 0,16 120 0.08 0.08 
30 0.12 0.14 


Aus diesen Resultaten scheint sich zu ergeben, daB eine pharmako- 
logische Beeinflussung des sympathischen bzw. parasympathischen 
Systems zu keiner Verinderung der Nucleinspaltung, zu keiner Ver- 
mehrung oder Verminderung der nucleinspaltenden Fermente im Blute 
fiihrt. Wir diirfen also daraus, wenn auch mit Vorsicht, schlieBen, 
daB die normalen nucleinspaltenden Fermente des Blutes durch innere 
Sekretion nicht beeinfiuBt werden, sondern daB es sich lediglich um 
Zellfermente handelt. 

Ganz andere Ergebnisse zeigte die Injektion von Substanzen, 
welche der sogenannten Reiztherapie dienen, und zwar wurde gepriift 
das Eiweibpriparat Novoprotin und das kombinierte Priparat Yatren- 
Casein. Nach Injektion von 1 ccm dieser Substanz ergab sich im Ver- 
gleich zu den Verhaltnissen beim unbehandelten Tier folgendes Bild. 
Die nachstehende Tabelle zeigt die Drehung beiAnwendung verschiedener 
Lésungen nach den verschiedenen Zeiten. 





Lésung I Lésung II 
v » ~ 7 
finuten Vor Behandlung Nach Behandlung Vor Behandlung Nach Behandlung 
0 0,33 0,34 0,35 0.36 
15 0,12 O15 011 0,17 
30 0.11 0,12 0,10 0.14 
45 0,09 0,12 0,10 0.14 
60 0.08 0.11 0.09 0,13 
120 0,07 0,11 0.08 0.12 


180 0,06 0.11 0.07 0,12 




















Veranderungen des Fermentgehaltes des Blutes. I. io 


Die zwar nicht sehr starke aber deutliche Hemmung ist auber- 
ordentlich auffallend. Wurde die Injektion wiederholt, so war die 
Hemmung nicht mehr ganz so stark, indem die Spaltung zwar anfangs 
sehr langsam fortschritt, schlieBlich aber die beim unbehandelten Tier 
fast erreichte. Ganz ahnlich waren die Verhaltnisse nach Injektion 
von | ccm Novoprotinlésung. Die Drehungsdifferenzen nach 3 Stunden 


betrugen bei: 





Lésung | Losung II 
Vor Behandlung ..... 0,24 0,24 
1 Std. nach Injektion . . 019 0,19 
7a 4 CORR. «4k we O18 O17 


Diese Resultate sind sehr schwer zu deuten. Vorlaufig mul man 
wohl annehmen, dali irgendwelche Hemmungsstoffe auftreten, welche 
den Abbau hindern. Beim Yatren kommt vielleicht der Jodkomponente 
ein gewisser EinfluB zu. Dab die Zellmauserung durch diese Injektion 
im negativen Sinne beeinfluBt werden kénnte, ist wohl kaum anzu- 
nehmen. 

Im Gegensatz hierzu bewirkt Bestrahlung auch eine Zunahme der 
Zerstérung der Zellkerne, wenn auch der EinfluB bei weitem nicht so 
groB erwartet werden darf, als wir es bei den Réntgenstrahlen kennen; 
[vgl. dazu Pineussen und Floros(8)|. Wurde ein weibes Kaninchen 
15 Minuten in einem Abstand von 60 cm mit der Quarzlampe (kiinstliche 
Hoéhensonne) bestrahlt und nach 30 Minuten wiederum Blut ab- 
genommen, so ergab der Vergleich der Spaltung vor und nach der 
Bestrahlung einen deutlichen, wenn auch nicht sehr starken Ausschlag 
zugunsten des nach der Bestrahlung entnommenen Blutes, wie nach- 
folgende Tabelle (Lésung II) zeigt. 





Minuten Vorher Nachher Minuten Vorher Nachher 
0 0.27 0.27 60 0.138 O11 
15 O18 O15 120 0.09 0.07 
30 0,16 0.12 180 0.07 0.05 


Es resultiert also eine deutliche, wenn auch nicht sehr hochgradige 
Zunahme der NSpaltung. welche auch besonders zu beobachten ist, 
wenn das Versuchstier vor der Bestrahlung mit Eosin sensibilisiert 


wurde. 


Man darf im allgemeinen wohl auf Grund dieser Versuche sagen, 
daB die Nucleotidasen, also die ersten Fermente der Purinspaltung, 
welche sich im Blute finden, mit groBer Wahrscheinlichkeit nur aus 
zugrunde gehenden Zellen stammen und nur in ihrer Menge durch solehe 
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Einfliisse verandert werden, welche die Zerst6érung von Zellen, vor 
allem wohl ihrer Kerne, erhéhen. 

Das zweite Ferment, das ich prifte, war die im Blute regelmabig 
vorhandene Lipase. Ihre Herkunft ist bisher ganz und gar strittig. 
Es wird im allgemeinen unterschieden zwischen solchen Lipasen, welche 
sich allgemein im Blute finden, und solchen, welche durch irgendwelche 
Prozesse aus den Organen in das Blut gelangen. Wir sind bisher auBer- 
ordentlich mangelhaft dariiber unterrichtet, ob auch bei Zerstérung 
von Zellen Lipasen auftreten. Wir neigen im allgemeinen dazu, daB die 
gréBte Menge der fettspaltenden Fermente aus dem Pankreas herriihrt. 
Doch hat z. B. schon Rona in einer Reihe von Extrakten verschiedener 
Organe, die in Verfolg der von Michaelis und Rona angegebenen Me- 
thodik gepriift wurden, das Vorhandensein einer Monobutyrase nach- 
weisen kénnen. Es fragt sich nun, ob die im Blute vorhandene Lipase 
aus solchen Organzellen herstammt, wir uns also ihr Vorkommen 
ebenso zu deuten haben, wie das der eben besprochenen Nucleotidase, 
oder ob es aus der inneren Sekretion, wahrscheinlich des Pankreas 
herriihrt. In Versuchen von Rona und seinen Mitarbeitern ist durch 
Einwirkung von Giften in gewissem Mabe eine Abgrenzung zwischen 
diesen beiden Méglichkeiten gelungen. In Fortfiihrung der anfangs 
betonten Gedankenginge mubte sich durch pharmakologische Be- 
einflussung erweisen lassen, ob die im Blute vorhandene Lipase aus 
zugrunde gegangenen Zellen oder aus der inneren Sekretion stammt, 
indem im letzteren Falle durch solche Eingriffe eine Verainderung 
ausgelést werden mubte. 

Die eingeschlagene Methodik entsprach durchaus den von 
Michaelis (10) gemachten Angaben. Es wurde durch starkes Schiitteln 
von Wasser mit Tributyrin — will man eine wirklich gesattigte Lésung 
haben, so muB das Schiitteln mindestens !. Stunde lang fortgesetzt 
werden:— die Tributyrinlésung hergestellt, zu 100 com 6 ccm sekundares 
und 1 ccm primiires m/3 Phosphat zugefiigt und zum Versuch 0,25 cem 
Serum mit 50 cem dieser Mischung vermischt. Ein Parallelversuch mit 
inaktiviertem Serum lief stets daneben. Mit einer einfachen Tropf- 
pipette (Wassertropfenzahl 98) wurde in Zwischenraumen die Tropfen- 
zahl der im iibrigen bei Bruttemperatur gehaltenen Lésung geprift. 
Die Versuche wurden auch hier an Kaninchen, im allgemeinen zugleich 
mit den Versuchen iiber die Nucleinspaltung ausgefiihrt: es kam also 
ebenfalls die Wirkung von Adrenalin, Pilocarpin, Kalium, Calcium 
und auch der iibrigen oben genannten Substanzen zur Priifung. Von 
einer Wiedergabe der Resultate in Kurvenform, welche ja die beste 
Ubersicht bietet, wird aus Raumersparnis abgesehen. 

Die Wirkung von Adrenalin (lccm): Blutentnahme 1 Stunde 
nach Injektion, zeigt sich sehr deutlich in folgendem Versuch, der 
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zugleich auch die Wirkung der intravenésen Injektion von lcem 
einer Mischung gleicher Teile von Suprareninlésung und 20 proz. CaCl,- 
Lésung (intravenés) enthalt: 





Vv Nach Nach Adrenalin 
Minuten orher Adrenalin und Ca 
Tropfen Tropten lropten 
0 137 138 134 
20 108 130 109 
60 go 104 100 


Die Hemmung der Fettspalt ung durch Adrenalin ist also sehr deutlich 
ausgesprochen ; andere Versuche, die in groBerer Zahl angestellt wurden, 





fielen ebenso, wenn auch verschieden ausgepragt aus. Zu bemerken ist, 
daB durch Calcium die Adrenalinwirkung ganz aufgehoben wird 

Die Wirkung von Ca’ allein (1 cem) einer 10proz. CaCl,-Lésung 
(intravends) steigert die Esterspaltung, wenn auch nicht ganz gleich- 
miBig. Nachfolgend ein Beispiel. 





Minuten Vorher Nachher Minuten Vorher Nachher 
0 141 141 40 112 105 
20 119 112 60 106 102 


Ob die in dem vorigen Protokoll ersichtliche Ca -Wirkung lediglich 
auf einer Kombination beruht, oder ob es sich um eine antagonistische 





Wirkung des Calciums gegeniiber dem Adrenalin an der Erfolgsstelle 
handelt, muB vorliufig dahingestellt bleiben. 

Im Gegensatz zu der sehr deutlichen Wirkung des Adrenalins, 
welche zweifellos auf eine innersekretorische Einwirkung schlieBen labt, 
ist die des Pilocarpins (0,1 proz. Lésung) wenig ausgepriagt, wenn auch 
gelegentlich geringe Steigerungen der Fettspaltung beobachtet werden. 
Ein Beispiel der meist vorhandenen Wirkungslosigkeit gibt folgende 





Tabelle. 
Minuten Vorher Nachher 
0 137 137 
20 113 112 
60 102 102 


Injektion von Pilocarpin 0.5cem + CaCl, 20proz. 0,5 cem intra 
venoés ergibt, entsprechend der Wirkung des Calciums allein, eine leichte 
Férderung der Esterspaltung. 





Minuten Vorher Nachher Minuten Vorher Nachher 
0 139 139 40 110 105 
20 117 109 60 102 99 


Im Gegenteil zum Caleium wirkt das K -lon schidigend auf die 


Esterspaltung. Im allgemeinen wurde die intravendse Injektion von 
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Il cem | proz. Lésung von KCl vom Kaninchen gut vertragen, in einem 
Falle starb das Tier bei der Injektion, ohne daB ein anderer Grund 
dafiir vorlag. Bei einem Tier, welches 2 Tage hintereinander je 1 cem 
der Lésung intravendés erhielt, und von welchem das Blut 10 Minuten 
nach der letzten Injektion abgenommen wurde, waren die Resultate 


die folgenden 





Minuten Vorher Nachher Minuten Vorher Nachher 
0 141 139 40 110 120 
20 135 137 60 103 109 


Es scheint sich aus diesen Versuchen also zu ergeben, dab sowohl 
das Adrenalin wie die antagonistischen Ionen K’ und Ca’ ihre Wirkung 
liber das Nervensystem entfalten und in bisher nicht aufgeklarter Art 
die in der inneren Sekretion sezernierte Lipase beeinflussen. 

Auch die intravenése Eiweibinjektion, die in Form von Novoprotin 
gemacht wurde, tibt auf die Lipase einen Einflu® aus, der hier in einer 
Férderung besteht, also in ahnlicher Weise wie das Calcium. Nach- 


folgend ein Versuch 





Minuten Vorher Nachher 
0 135 133 
20 131 121 
60 lll 10s 


Nicht uninteressant ist, daB ein anderes Priaparat, welches ebenfalls 
zur sogenannten parenteralen Reiztherapie gebraucht wird, das Yatren- 
Casein, also eine Verbindung von EiweiB mit einem jodhaltigen Komplex, 
das Gegenteil bewirkt. Die Tabelle zeigt die Ergebnisse nach einmaliger 


und zweimaliger Behandlung. 





, Einmalige Zweimalige 
Minuten Vorher Behandlung Behandlung 


0 138 138 138 
20 111 115 125 
60 96 105 106 


Die hier beobachtete Hemmung entspricht durchaus der bei dem 
nucleinspaltenden Ferment geschilderten. Wir diirfen wohl nicht fehl 
gehen, wenn wir auch diese auf die Jodkomponente zuriickfiihren. 
Es mub noch bemerkt werden, daB gerade das esterspaltende 
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Ferment von gewissen, bisher nicht naher erforschten Verhaltnissen 
der Tiere, ihrem Ernahrungszustand und noch anderen Dingen abhangig 
ist. In den vorliegenden Versuchen wurde darauf Wert gelegt, dab die 
Versuche stets unter denselben Bedingungen ausgefiihrt wurden. wie 
natiirlich die Kontrollversuche stets am gleichen Tier ausgefiihrt sind, 
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wie die entsprechenden Zellversuche. Die Untersuchungen tiber das 
esterspaltende Fers:nt scheinen keinen Zweifel zu lassen, dab, im 
Gegensatz zur Nucleotidase, die Menge dieses Ferments im Blute 
durch pharmakologische MaBnahmen, speziell solche, welche das 
sympathische Nervensystem betreffen, in hohem Grade beeinfluBbar 
ist und da zum mindesten zum groBen Teil das Ferment aus der inneren 
Sekretion stammt. 

Dab es sich nur zum verhaltnismaBig kleinen Teil um Fermente 
handelt, welche aus zugrunde gegangenen Organzellen stammen, scheint 
sich daraus zu ergeben, dal auch durch weitgehende Zerstérungen von 
Organen «lie esterspaltende Fahigkeit des Blutes, wenigstens in den von 
mir untersuchten Fallen, eine Steigerung nicht aufwies. Man hat viel 
fach die Menge der Lipase im Blute mit der Lungentuberkulose in Ver 
bindung gebracht und in solchen Fallen ein geringeres lipolytisches 
Vermégen im Blute festgestellt. Auch diese Feststellung wiirde nicht 
fiir die Herkunft aus Zellen, die ja bei der Tuberkulose in reichlichem 
MaBe zugrundegehen, sprechen. Ich méchte hier einen zufalligen 
Befund mitteilen, den ich an einem Kaninchen machte, welches kurz 
darauf an einer Pneumonie einging. Mit der gleichen Tropfpipette. 
die ich sonst verwendete, und bei einer Mischung von | ccm Serum mit 
50 cem Tributyrinlésung ging die Tropfenzahl in 60 Minuten nur von 
147 bis 124 herunter, wahrend bei einer Mischung von 0.5 ccm Serum 
auf 50cem Tributyrinlésung die anfangliche Tropfenzahl von 148 in 
1 Stunde nur bis 142 herunterging. Das lipolytische Ferment war also 
nur, trotz der starken Zelleinschmelzung, in ganz geringem Mabe. 
weit unter der Norm vorhanden. Auch dies spricht dafiir, dab das 
Zugrundegehen von Zellen fiir den Gehalt des Blutes an ester- 
spaltendem Ferment, wenigstens soweit meine Versuche reichen, 
nur von untergeordneter Bedeutung ist. 
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Uber den Einflu6 der Injektion von pflanzensekretinhaltigen 
Lésungen auf den intermediiren Kohlenhydratstoffwechsel. 


Von 
Minko Dobreff (Bulgarien). 


(Aus der experimentell-biologischen Abteilung des Pathologischen Instituts 
der Universitat Berlin.) 


(Eingegangen am 4, Juni 1925.) 
Mit 2 Abbildungen im Text. 


Nachdem von Neuberg, Gottschalk und Strauss (1) im Jahre 1923 
zum ersten Male der klare Beweis fiir die oxydationssteigernde Wirkung 
des Insulins beim Kohlenhydratabbau erbracht worden war, indem diese 
Autoren mit Hilfe des Neubergschen Abfangverfahrens ein unzweifel- 
haftes Oxydationsprodukt, den Acetaldehyd, in vermehrter Menge unter 
der Insulinwirkung nachweisen konnten, ist durch eine Fiille von Ar- 
beiten, die in dem kiirzlich erschienenen Buche von Laqueur (2) tiber das 
Insulin iibersichtlich zusammengestellt sind, und zu denen auch die Ver- 
6ffentlichungen aus dem hiesigen Laboratorium von Bickel und Collazo (3), 
wie von Collazo, Handel und Rubino (4) zahlen, der Einflu®B des Insulins 
auf den Anbau und Abbau der Kohlenhydrate genauer  studiert 
worden, ohne daB es, wie Laqueur mit Recht betont, bisher méglich 
geworden ist, das Insulinproblem einer endgiiltigen Lésung zuzufiihren. 

Nun finden sich auch bekanntlich in Pflanzen insulinahnlich 
wirkende Kérper, denen auch in unserem Laboratorium bereits vor 
der Entdeckung des Insulins Aufmerksamkeit zugewandt wurde 
[van Eweyk (5)]. Auch von den Vitaminen hat z. B. Uhlmann (6) schon 
vor einigen Jahren behauptet, sie hatten gewisse antidiabetische Eigen- 
schaften. Ein ganz besonderes Interesse aber hat die Frage, welche 
Wirkungen die Sekretinsubstanzen auf den intermediaren Kohlenhydrat- 
stoffwechsel ausiiben, und ob die die auBere Sekretion der Driisen 
beeinflussenden Stoffe auch innersekretorische Wirkungen oder Wir- 
kungen auf bestimmte nicht sekretorische Driisenzellenleistungen haben 
kénnen. Dabei denken wir vor allem an die Insulinproduktion im 
Pankreas, und an die Beziehungen der Leberzellen zum Kohlenhydrat- 


stoffwechsel. 
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Ein Sekretin aber lést durch seine Entfesselung der duBeren 
Sekretion der Driisen allein schon eine starke Stoffbewegung im Kérper 
aus, wie das Onohara (7) in unserem Laboratorium auch neuerdings 
wieder zeigen konnte. Die erste Frage, die studiert werden muBte, und 
die der Gegenstand meiner vorliegenden Studie ist, war die, in welcher 
Weise bei Tieren durch die Injektion von Pflanzensekretinlésungen 
(Bickel) der intermediire Kohlenhydratstoffwechsel beeinfluBt wird. 


Methodisches und Plan der Arbeit. 

Objekt meiner Versuche war der Blutzuckerspiegel von Tauben. 
Um den Kontrast deutlicher zu machen, habe ich zuerst die Versuchs- 
tauben einer B-avitaminotischen Diaét unterworfen. Wie wir schon 
wissen [Collazo(8)], steigt der B. Z.')-Spiegel wihrend der Avitaminose 
bis zu einer sehr erheblichen Hyperglykamie an. 

Ich hatte im ganzen sechs Tauben. Drei von diesen wurden zur 
Kontrolle normal gefiittert. Die anderen drei Versuchstauben wurden 
zuerst auch einige Tage zum Vergleich normal gefiittert (17. bis 
21. Marz) und erst dann begann bei ihnen die Zwangsfiitterung, den 
Kontrolltauben wurde wahrend der ganzen Versuchsdauer nur Wasser 
und ungeschalte gelbe Erbsen ad libitum angeboten. (Wir haben schon 
mehrere Male bei verschiedenen Gelegenheiten monatelang Tauben 
nur mit solchen gelben Erbsen gefiittert, ohne irgendwelche avitaminoti- 
sche oder andere iuBere pathologische Symptome beobachtet zu haben.) 

Nachdem die Versuchstauben 5 Tage mit ungeschalten gelben Erbsen 
gefiittert worden waren, wurden sie weiter bis zum Eintreten von aus- 
gesprochenen Taubenberiberisymptomen jeden Tag zweimal (morgens 
und abends) mit B-avitaminotischer Nahrung zwangsgefiittert. Das Futter 
wurde in Pillen bereitet. Die Zusammenstellung der Pillen wurde nach dem 
folgenden Rezept angestellt. Bei der Pillenzubereitung wurde immer 
destilliertes Wasser gebraucht. 


Futter fiir B-Avitaminose (taglich fiir eine Taube): 


Casein (gereinigt, entfettet).......... 40g 
Polierter Reis (autoklavisiert 4 Stunden bei 130 

bis 140°C und 5Atmosphiiren) . ..... . 100g 
Schweineschmalz (ausgelassen) ........ IJIOg 


Osbornesches Salzgemisch . .........-.- %J0g 
als Pillen bereitet, von deren die Halfte morgens und die andere Halfte 
abernds in den Kropf eingefiihrt wurde. 

Die pathologischen Verinderungen, die sich allmahlich bei den 
zwangsgefiitterten Tauben einstellten, sind aus den folgenden Protokoll- 
ausziigen sowie hinsichtlich der Gewichtsinderungen aus der Tabelle I 
zu ersehen. 


1) B. Z. = Blutzucker. 
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Tabelie I. 





Korpergewicht in g 


Datum Zwangsgefitterte Tauben Normale Tauben Bemerkungen 


I. Taube 4 IL. Taube ¢ Ill. Taubeg I. Taube ¢ II, Taube 7# III.Taubes 


17, IIL. 362 294 282 317 297 312 
18, IIT. 351 286 276 316 296 311 
19. IIT. 352 297 282 317 297 302 
20, IIT, 352 292 282 327 307 327 
21. IIL. 362 297 287 327 317 317 
22. IIL. 365 295 295 330 325 325 = 22. III. Beginn der 
Zwangstutterung 
23. IIT. 370 310 295 340 330 335 
24, IIL. 375 | 320 295 345 340 335 
25, IIT. 365 315 285 330 330 320 
26, IIT. 370 315 285 335 335 325 
27, IIT. 355 305 275 320 320 315 
28, IIL. 360 305 285 325 315 315 
29, IIT. 365 310 285 325 335 325 
30. ITT. 360 315 | 290 325 325 320 
31, IIL. 365 320 300 320 335 330 
L. SF. 365 310 300 320 335 325 
2, IV. 365 315 300 325 330 320 
a we. 359 309 284 314 334 324 
4, IV. 354 289 269 309 334 324 
5, IV. 359 294 289 319 349 339 
6, IV 350 | 290 280 + 314 350 340 
7. IV. 339 289 314 344 324 
8. IV. | 329 239 | 314 344 334 
9, IV. 330 300 320 350 | 335 
10.1V. | 316 | 276 306 341 | 316 
11, IV. 316 276 311 346 =| 331 
12,1V. 316 280 + 316 356 «| 336 
13, IV. 306 321 356 =| 331 
14, IV. 305 320 350 335 
15, IV. 305 310 350 | 335 
16. IV. | 295 315+ | 340 | 335 
17, IV. 295 340 =| — 3330 
18, IV. 295 | 350 | 335 
19. IV. 290 345 | 335 
20, IV. 290 + 340 330 


Nachdem bei allen sechs Tauben der Grundwert des Blutzucker- 
gehaltes am 21. Marz (vor Beginn der Zwangsfiitterung) zum erstenmal 
bestimmt worden war, wartete ich, bis sich die ausgesprochenen Tauben- 
beriberi-Symptome eingestellt hatten. Dann wurden bei diesen pra- 
diabetischen avitaminotischen Tauben wieder Blutentnahmen gemacht 
bzw. der B. Z.-Gehalt bestimmt und erst dann, gewéhnlich nach 15 Mi- 
nuten, die Sekretinlésung intramuskulir (Mm. pectorales majores) 
injiziert. Bei allen Taubenversuchen habe ich Spinatsekretin, und zwar 
in gleicher Dosis gebraucht; immer 3 ccm = 3 g Blittertrockensubstanz 
(junge Blatter). Die sich nach der Sekretininjektion einstellende Ver- 
ainderung im Charakter des B. Z.-Spiegels wurde durch periodische 
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Blutentnahme (Fliigelarterie) bzw. B. Z.-Bestimmungen, registriert. 
Die Zeitperioden nach der Injektion, in denen die Blutentnahmen 
gemacht wurden, sind aus den folgenden Protokollausziigen und der 
zusammenfassenden Tabelle II zu ersehen. 

Schon beim ersten Versuch beobachtete ich kurz nach der Sekretin- 
injektion, statt einer Verbesserung des Allgemeinzustandes der Tauben, 
im Gegenteil eine hochgradige Verschlimmerung des pathologischen 
Komplexes. Die Schlafrigkeit, mit der sich die Versuchstauben noch vor 
der Injektion auszeichneten, wurde nach der Injektion durch einen 
leichten bzw. ausgesprochenen soporésen Zustand ersetzt. Die erste 
B. Z.-Analyse zeigte schon eine intensive Steigerung des B. Z.-Spiegels. 
Bei der zweiten Blutentnahme nach der Injektion zeigte sich ein noch 
gréBerer Anstieg des B. Z.-Gehaltes (bei einem Versuch um etwa 0,11!). 
Die Blutentnahmen bei den pradiabetischen Versuchstauben sind immer 
15 bis 20 Stunden nach der letzten Zwangsfiitterung ausgefiihrt worden. 
Die weiteren Verinderungen, die sich nach der Sekretininjektion bei 
den Tauben einstellten, werden genauer bei der Besprechung der ihnen 
entsprechenden Versuche erértert. 


Experimente. 
Versuche mit Tauben, 

Versuch 1. Taube IIT, 9, 6. April 1924 ausgesprochene Taubenberiberi- 
svymptome. 11 Uhr 45 Minuten Blutentnahme ante injekt. B. Z. (Bangs 
Methode) 0,38 Proz. (Grundwert des B. Z.-Gehaltes am 21. Marz 0.18 Proz.). 
12 Uhr 3cem = 3g Blattertrockensubstanz Spinatsekretin intramuskuliir. 
12 Uhr 15 Minuten Brechreiz; wegen hochgradiger Schwiiche nur etwas 
erbrochen; der gréBte Teil der Brechmasse bleibt in den oberen Teilen der 
Speiseréhre. Vollstaindige Entkraftigung. 12 Uhr 28 Minuten Erstickungs- 
tod (die Pupillen erweitert). 12 Uhr 35 Minuten (7 Minuten post mortem). 
Blutentnahme mit der Spritze aus dem rechten Ventrikel; B. Z. 0,43 Proz. 
(+ 0,05). 

Versuch 2. Taube IT, g, 8. April 1924. Ausgesprochene Taubenberiberi- 
svymptome, 5 Uhr 45 Minuten nachmittags Blutentnahme ante injekt. 
B. Z. 0,22 Proz. (Grundwert des B. Z.-Gehalts am 21. Marz 0,18 Proz.), 
6 Uhr 2eem Spinatsekretin subkutan + 1 cem intramuskulir; im ganzen 
= 3g Blattertrockensubstanz. 6 Uhr 30 Minuten erste Blutentnahme 
post injekt. B. Z. 0,29 Proz. (+ 0,07). 7 Uhr zweite Blutentnahme post 
injekt. B. Z. 0,33 Proz. (+ 0,11). 8 Uhr dritte Blutentnahme post injekt. 
B. Z. 0,35 Proz. (+ 0,13). Hochgradige Schwiiche. Ausgesprochene 
Krampfe. Die Taube bekommt nach der letzten Blutentnahme eine Tablette 
Vitaminose (vitaminreiches Priaparat) per os. Abends wird die Taube nicht 
zwangsgefiittert. 

Am nichsten Tage ist der Allgemeinzustand gebessert. 

Versuch 3. Taube IT, g, 12. April 1924. Wieder ausgesprochene 
Taubenberiberisymptome. 2 Uhr 15 Minuten Blutentnahme ante injekt. 
B. Z. 0.22 Proz. 12 Uhr 30 Minuten 3cem = 3¢g Blittertrockensubstanz 
Spinatsekretin intramuskulir. 3 Uhr erste Blutentnahme post injekt. 
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B. Z. 0,26 Proz. (+ 0,04). 3 Uhr 30 Minuten zweite Blutentnahme post 
injekt. B. Z. 0,33 Proz. (+ 0,11). Weitere Blutentnahme war unméglich. 
(Im allgemeinen waren die Blutentnahmen nach der Sekretininjektion bei 
den Tauben sehr schwer auszufiihren. Das Relief der peripheren Blut- 
gefaBe verschwindet véllig nach der Einverleibung des Sekretins. Das 
Blut wird ,,dicker**.) Hochgradige Schwiche. 3 Uhr 36 Minuten eine halbe 
Tablette Vitaminose per os. (Schlundreflex erloschen. Die Tabletten- 
stiickchen mit Glasstabchen hinuntergebracht.) 4 Uhr eine viertel Tablette 
Vitaminose in destilliertem Wasser gelést intramuskulir injiciert. 4 bis 
7 Uhr die Taube im agonalen Zustand. 7 Uhr Tod nach vollstiandiger Ent- 
kraftigung. Die Atmung war im agonalen Zustand frequenter, ganz ober- 
flachlich und pfeifend. 

Versuch 4. Taube I, gt, 20. April 1924. Ausgesprochene Taubenberiberi- 
symptome. 11 Uhr 15 Minuten Blutentnahme ante injekt. B.-Z. 0,26 Proz. 
(Grundwert des B. Z. am 21. Marz 0,17 Proz.) 11 Uhr 30 Minuten 3 ccm 
= 3g Blattertrockensubstanz Spinatsekretin intramuskulir. 12 Uhr 
30 Minuten erste Blutentnahme post injekt. BZ in % 

B. Z. 0,33 Proz. (+ 0,07). 1 Uhr zweite Blut- 0400 

entnahme post injekt. B. Z. 0,38 Proz. 
(+ 0,12); 1 Uhr 45 Minuten eine Tablette 
Vitaminose per os. Tod in der Nacht. | 





Dieselben Versuche wurden auch mit 
einer normalen Kontrolltaube ausgefiihrt. 
Es zeigte sich hier gleichfalls eine Steigerung 9 + 

| 





=" 


des B. Z.-Gehalts nach der Spinatsekretin- 
injektion. Die B. Z.-Steigerung aber bei 
den avitaminotischen Tauben war hdéher 


Intra 
Sekretinn 














 O 30’) 0 7hte thay’ ghee’ 
‘ent 


(nach 60 Minuten um etwa -+ 0,1 Proz.) 
als bei der normalen (nach 60 Minuten etwa ow Be ayy gy 
0,05 Proz. gesteigert). mpecee ee a 
Versuch 5. Kontrolltaube I, g@, 16. April  ——. 


1924. Normal. 11 Uhr 45 Minuten Blutentnahme 
ante injekt. B.Z. 0,17 Proz. (Grundwert des B. Z.-Gehalts am 21. Marz 


0,18 Proz.). 12 Uhr 3cem = 3g_ Bilattertrockensubstanz Spinatsekretin 
intramuskulir. 1 Uhr erste Blutentnahme post injekt. B. Z. 0,22 Proz, 


(+ 0,05 Proz.). Weitere Blutentnahmen unméglich. Tod in der Nacht. 

Die Resultate der Versuche mit Tauben sind aus der vorhergehen- 
den zusammenfassenden Tabelle II zu ersehen. Durch eine entsprechende 
graphische Darstellung (Abb. 1) sind die Veranderungen im B. Z.- 
Spiegel bei den avitaminotischen Tauben, die durch Spinatsekretin 
bedingt sind, im Mittelwert gegeben. 


Verinderungen des Blutzuckerspiegels des normalen Hundes durch 
Pflanzensekretininjektionen. 
Zweites Objekt meiner Untersuchungen war der B. Z.-Spiegel 
eines normalen Hundes. Bei diesen Versuchen habe ich, auf das Koérper- 
gewicht berechnet, fiinfmal weniger Sekretin appliziert als bei den 
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Taubenversuchen, namlich 2g Blattertrockensubstanz pro Kilogramm 
Koérpergewicht (bei den Tauben 10 g). Die Injektionen wurden subkutan 
am Riicken ausgefiihrt. Trotz der viel kleineren Dosis des applizierten 
Sekretins wurde der B. Z.-Spiegel auch bei dem Hunde gesteigert, 

* wenn auch nicht so hoch wie bei den entsprechenden Taubenversuchen. 
Beim ersten Versuch habe ich Brennesselsekretin (Urtica dioica L.) 
und bei dem zweiten Spinatsekretin gebraucht. 

Die bei meinen Versuchen gebrauchten Sekretinfliissigkeiten 
wurden nach dem _ itiblichen Verfahren durch Hydrolysieren mit 
5proz. Schwefelsiure hergestellt. [Vgl. hierzu die Vorschriften bei 
Dobreff (9) (10)}. 

Es sei hier bemerkt, daB die unangenehmen Nebenerscheinungen 
(Verschlimmerung des Allgemeinzustandes, Verschwinden des Reliefs 
der peripheren BlutgefaBe usw.), die wir bei den entsprechenden Tauben- 
versuchen immer wieder beobachteten, bei den Versuchen mit dem 
Hunde vollkommen fehlten. Das ist leicht erklarlich durch die groben 
Unterschiede der Dosis des applizierten Sekretins bei der einen 
und bei der anderen Versuchsgruppe. Einen Uberblick iiber die 
hyperglykimische Wirkung der Pflanzensekretine auf den B. Z.- 
Spiegel des normalen Hundes geben die folgenden Tabellen III 
und IV und Abb. 2. 


Tale lle Ili. 


Hund Molli, 9, etwa 10 kg, d. 23. Juli 1924. Verhalten des B. Z.-Spiegels 
nach Brennesselsekretininjektion., 





Zeit der Blutentnahme _— Blutzucker in Proz. B. Z.»Steigerung um 


10h 15’ 0.068 — 


10 Uhr 30 Minuten 20cem ( 20¢ Blattertrockensubstanz) Bren: essel- 
sekretin (junge Blatter) subkutar. 





Zeit der Blutentnahme Blutzucker in Proz. B. Z.-Steigerung um 


11h 15’ 0,078 0,010 


Tabelle 1V. 


Hund Molli, 2, etwa 10 kg, d. 25. Juli 1924. Verhalten des B. Z.-Spiegels 
nach Spinatsekretininjektion. 





Zeit der Blutentnahme __ Blutzucker in Proz. B. Z.-Steigerung um 


10b 15’ 0,069 = 
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10 Uhr 30 Minuten 20 cem (= 20g Blattertrockensubstanz) Spinatsekretin 
(junge Blatter) subkutan. 





Zeit der Blutentnahme Blutzucker in Proz. B. Z..Steigerung um 


11h 15’ 0,075 0,006 
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Abb. 2. Verhalten des Blutzuckerspiegels beim normalen Hunde 
nach Ptlanzensekretininjektionen. 


Diskussion der experimentellen Befunde. 

Fassen wir die Ergebnisse der oben besprochenen Versuche zu- 
sammen, so ergibt sich eine obligatorische Steigerung der B. Z.-Kurve 
nach Sekretininjektion. Diese unzweifelhafte Sekretinhypergl ykdmi: 
stellt sich nach einer Latenzperiode allmahlich ein, so daB sie ihren 
Maximalpunkt (bei den Tauben) 1!, bis 2 Stunden nach der Sekretin- 
injektion erreicht. Die physiologische Aktivitat des Sekretins kommt 
bei den excito-sekretorischen Driisenvorgiingen (Magen, Leber, Pankreas) 
viel rascher zum Vorschein; unentschieden bleibt dabei, ob diese Wir- 
kung an die Sekretinsubstanz selbst oder an Begleitstoffe gekniipft ist. 
Uber den Wirkungsmechanismus kénnen wir nur Vermutungen hegen. 
Eine Mitwirkung der Leber wird wohl in erster Linie in Betracht zu 
ziehen sein, da auch durch andere Autoren Beziehungen zwischen den 
Sekretinsubstanzen und der Leber gefunden wurden. Die wichtigsten 
hierhergehérigen Beobachtungen stelle ich im folgenden kurz zu- 
sammen. 

Nach Schweizer (11) wird das im Spinathydrolysat enthaltene Sekretin 
bei intragastraler Zufuhr entweder tiberhaupt nicht resorbiert, oder es 
wird resorbiert, aber in der Leber weitgehend zuriickgehalten. Djenab(12, 13) 
konstatierte bei Tierversuchen nach verschiedenen intravascularen Sekretin- 
applikationen einen deutlichen Unterschied in der Sekretionsintensitit. 
Im Gegensatz zur kriaftigen Wirkung der Sekretininjektion in eine Vene 
des groBen Kreislaufs fand er bei Einspritzung in eine Mesenterialvene eine 
abgeschwiichte Pankreassekretion. Er kam zu denselben Resultaten auch 
bei intraarterieilen Sekretineinspritzungen. Der Autor deutet seine Ver- 
suchsresultate im Sinne eines hemmenden Einflusses der Leber auf das 
Sekretin. Die Leber regelt durch eine entsprechende Sekretinabnahme die 
Sekretion des Pankreas. Halliburton und Souza (14) konstatierten gleich- 
falls eine Auslésung der fiuBeren Pankreassekretion bei Injektion von 
Schleimhautsekretion in die Vena porta. Diese Sekretion war aber geringer 
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als die entsprechende bei Injizierung in die Vena jugularis. Sie erkliiren 
die Intensitétsunterschiede in den beiden Fallen durch die gréBere Ver- 
diinnung der injizierten Substanz infolge des zuriickzulegenden Weges. 
Matsuoka (15) stellte bei kiinstlicher Durchblutung von _ iiberlebenden 
Kaninchenlebern mit sekretinhaltiger Ringerlésung eine Retention des 
Sekretins in der Leber fest. Die ausstrémende Fliissigkeit wurde nach 
Einengen und EnteiweiBen auf ihre sekretorische Wirksamkeit an Hunden 
mit permanenter Magenfistel oder Pawlowschem Blindsackmagen gepriift. 
Es zeigte sich, daB das Duodenalsekretin véllig und das Spinatsekretin 
erheblich aus der Durchstrémungsfliissigkeit eliminiert wird. 

Andererseits ist durch eine Reihe von experimentellen Untersuchungen 
in unserem Laboratorium gezeigt worden, daB nach subkutanen, sowie 
auch nach intravenédsen Injektionen (periphere Vene!) von Pflanzen- 
sekretinen die excitosekretorische Driisenleistung der Magenschleimhaut, 
der Leber und des Pankreas hochgradig gesteigert wird. [Bickel (16), 
Eisenhardt (17), Kisseleff (18), Kobzarenko (19), Watanabe (20), Schimizu(21), 
Dobreff (1. c. 9) (22)]. Dagegen ist bei peroraler Applizierung desselben 
Sekretins kaum eine Beeinflussung der &uBeren Sekretion zu beobachten. 
[Kobzarenko (1. e. 19), Schweitzer (1. ¢. 11)). 

AnschlieBend an diese Untersuchungen habe ich an Pawlow-Hunden 
auch Pflanzensekretine per anum gegeben. (Die Sekretin enthaltende 
Fliissigkeit wurde mittels eines diinnen Gummischlauchs und der Spritze 
ins Rektum des niichternen Pawlowhundes eingespritzt.) Es stellte 
sich auch bei diesen Versuchen keine Verinderung in dem Verlauf 
der Magensekretionskurve ein. 

Die fehlende Beeinflussung der iuBeren Sekretion bei peroraler Zufuhr 
von Sekretin laBt sich vielleicht nicht nur durch langsame Resorption vom 
Magendarmtraktus erklaren. Man mu8 auch noch an andere Faktoren 
denken. Es scheint uns, daB die Leber im Mittelpunkt der Sekretionshindernisse 
steht. Wir wollen annehmen, derjenige Teil des Sekretins, der bei der 
peroralen Zufuhr durch die Darmresorption ins Blut gelangt, werde mittels 
der Pfortader der Leber zugefiihrt, und erst hier werde die physiologische 
Aktivitat des Sekretins vermindert oder aufgehoben. Vielleicht haufen 
die Leberzellen das Sekretin in ihrem Leibe an — wie das fiir die verschieden- 
sten Alkaloide schon nachgewiesen ist —, zerstéren es zum Teil und fiihren 
es zum Teil durch die Galle in den Darm wieder aus. 

Wenn wir jetzt wieder zu den Verinderungen in der B. Z.-Kurve 
zuriickkehren, die sich nach Sekretininjektion einstellen, dann entsteht 
die Frage nach der Entstehungsweise der Sekretinhyperglykdmie. Bei 
meinen Versuchen wurde jede alimentaire hyperglykamische Mitwirkung 
ausgeschaltet, da die Versuchstiere immer 15 bis 20 Stunden vor der 
Injizierung des Sekretins niichtern waren. Auch die applizierten 
Pflanzensekretinlésungen gaben keine positive Zuckerprobe, sie waren 
also zuckerfrei. Da sie durch Kochen mit 5 proz. Schwefelsaure hergestellt 
waren, konnten auch kaum andere glucosegebende Substanzen mehr 
darin sein. Der Charakter unserer Sekretinhyperglykaimie mu also 
nicht als alimentir betrachtet werden. Hier kénnen wir von Hyper- 
glykimie nach voraufgehender Nahrungsaufnahme nicht sprechen, 
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wie das z. B. Tadenuma (23) nach Applizierung von Blutgiften kon- 
statierte. Er fand, dab solche Gifte (Phenylhydrazin, Saponin) nur 
nach einer vorausgehenden Nahrungsaufnahme Hyperglykimie in 
nennenswertem Umfang bewirken. Es mu sich also bei unserer 
Sekretinhyperglykdmie der intermediare K. H.!)-Stoffwechsel beteiligen. 
Hier kénnen verschiedene Momente in Betracht kommen, von denen 
aber die Beteiligung des Glykogens zweifellos im Mittelpunkt steht. 
So fanden Abelous und Soula (24) nach Applizierung von Schleimhaut- 
sekretin gleichzeitig mit der Steigerung des B. Z.-Npiegels [in einem 
Versuch von 1,4 Proz. auf 1,9 Proz. (15 Minuten post injekt.)] auch 
einen betrachtlichen Sturz des Leberglykogengehalts (von 2,88 auf 
0,96!). Wir kénnen aber vielleicht auch annehmen, dali die Sekretin- 
wirkung nicht nur spezifisch fiir das Leberglykogen ist, sondern dab 
das Sekretin wohl die simtlichen Glykogenreserven im Organismus 
in Mitleidenschaft zieht. 

So ergibt sich also im Rahmen des intermediiren K. H.-Stoff- 
wechsels ein Parallelismus zwischen Sekretin und Adrenalin. Es ist 
aber interessant, dab diese Synergisten betreffs intermediarer Zellstoff- 
wechselvorgiinge auch gleichzeitig Antagonisten gegen die excito- 
sekretosischen Driisenzellenleistungen sind. (So z. B. bei der diuBeren 
Sekretion des Magens bewirkt das Adrenalin eine ausgesprochene 
Hemmung, das Sekretin dagegen eine hochgradige Steigerung.) 

Ein wenn auch nicht so grober Teil des gesteigerten B. Z.-Gehalts 
bei sekretinisierten Tieren ist vielleicht auch durch die sich in soleben 
Fallen einstellende Dehydration des Blutes bedingt. [Dobreff (25)]}. 

Ahnlich den entgegengesetzten Wirkungen von Adrenalin und 
Sekretin verhalten sich Sekretin und Insulin in ihrer physiologischen 
Aktivitaét gegensitzlich. Hier haben wir auch einen direkten Anta- 
gonismus zwischen Insulin und Sekretin im Sinne einer allgemeinen 
Glykogenfixation durch das erstere. Dagegen sind Insulin und Sekretin 
bei der iuBeren Lebersekretion Synergisten [ Brugsch und Horsters (26), 
Watanabe (1. c. 20), Dobreff (1. ¢. 22) (27)]. 

Durch diese gegenseitige antagonistische Wirkung des Sekretins 
einerseits und des Insulins andererseits wird vielleicht teilweise das 
innere Gleichgewicht des intermediiren K. H.-Stoffwechsels mit 
reguliert. 

Zusammenfassung. 

Der hyperglykimische B. Z.-Spiegel bei avitaminotischen Tauben 
wird durch Spinatsekretininjektion, wie auch Abelous und Soula (| .c. 24) 
(bei normalen Tieren nicht Tauben) nach Schleimhautsekretininjektionen 


1) K. H. = Kohlenhydrat. 
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fanden, hochgradig gesteigert. Der Maximalpunkt wird in 1!, bis 
2 Stunden nach der Injektion erreicht. 
Auch bei normalen Tieren (Taube, Hund) wird der Blutzucker 


durch Spinat- bzw. Brennesselsekretinwirkung, — wenn auch nicht 
so intensiv — gesteigert. 

Peranale Applizierung von Pflanzensekretinen ruft keine Magen- 
saftsekretion bei niichternen Tieren hervor. 


Im intermediiren K.H.-Stoffwechsel erscheint der Wirkungs- 
mechanismus des Sekretins entgegengesetzt zu dem des Insulins zu sein. 
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Zur Kenntnis 
der Metallsalzwirkung auf die H,0,-Zersetzung durch Blut. 


Von 
Leo Bleyer. 
(Aus dem staatlichen Seruminstitut in Kopenhagen. ) 
(Eingegangen am 6. Juni 1925.) 


Mit 4 Abbildungen im Text. 


Die Beeinflussung fermentativer Prozesse durch die Anwesenheit 
von Metallsalzen war schon seit langem Gegenstand zahlreicher und 
eingehender Untersuchungen, deren Bedeutung sich im wesentlichen 
von zwei Gesichtspunkten aus verstehen liBt: Vom rein chemischen 
Standpunkt aus bietet die Erforschung der Salzwirkung neue Méglich- 
keiten, um in die Eigenart der Fermentnatur weitere Einblicke zu ge- 
winnen; fiir die physiologische Betrachtungsweise ist die Uberlegung 
mabgebend, da den Salzen, von denen sich ein Teil in niedrigen Kon- 
zentrationen in den Kérpersiften und Geweben findet, die Rolle von 
Regulatoren fiir die enzymatischen Leistungen des Organismus zu- 
kommen kann und ihre Bedeutung fiir die Kraftesynergie des Korpers 
keine blob nutritive, sondern auch funktionelle ist. 


Eine Sichtung dlterer und neuerer Ergebnisse auf diesem Gebiet 
findet sich bei Oppenheimer (1) und Euler (2). Hinsichtlich der Katalasen 
ist hervorzuheben, daB bei denselben von friiheren Untersuchern im 
Gegensatz zu anderen Fermenten, bei welchen nebst hemmenden auch 
stimulierende Wirkungen gefunden wurden, fast ausschlieBlich Ver- 
giftungen durch die Salze zur Beobachtung kamen. Sowohl die Anionen 
als auch die Kationen wurden mehrfach auf ihre Hemmung hin unter- 
sucht. Bei der Anionenvergiftung fanden Michaelis und Pechstein (3) 
fiir die Leberkatalase die Reihe SO,< Cl < Acet. < NO, (Zunahme der 
Hemmung von links nach rechts), welche ihre Bestitigung in weiteren 
Untersuchungen von Spiro (4) fiir die Blutkatalase, von Santesson (5) 
fiir die Froschmuskelkatalase (SO,< PO,< FI< Br< J<CO,<Cl 
<ClO,;<NO,<CN) und Smirnow und Alissowa (6) fiir die Weizen- 
samenkatalase (SO,< PO,;<CIl<NO,) fand. Bei Katalasen  ver- 
schiedener Herkunft ergab sich also im wesentlichen dieselbe Anionen- 
empfindlichkeit. Hinsichtlich der Kationenwirkung sei insbesondere auf 
die Arbeiten von Favre (7), Spiro (4), Rona und Damboviceanu (8), Funk (9), 
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Santesson (5), Yamasaki (10) und Smirnow und Alissowa (6) verwiesen. 
Bei letztgenannten Autoren findet sich das erstemal eine genaue Beriick- 
sichtigung der durch Metallsalze hervorgerufenen Anderung der Wasserstoff- 
ionenkonzentration in den Reaktionsgemischen, nachdem bereits friiher 
Abderhalden wed Fodor (11) in ihrer Studie iiber den Abbau von Dipeptiden 
durch Hefeauszug dasselbe Moment fiir die Beurteilung der Salzwirkung 
hervorgehoben hatten. 

Gegenstand vorliegend mitgeteilter Versuche war der EinfluB 
anorganischer Salze auf die H,O,-Zersetzung durch Kaninchenblut, 
wobei fast ausschlieBlich ihr Kationanteil in Betracht gezogen wurde. 
Die Analyse der Salzwirkung gliederte sich in zwei Richtungen: 1. Als 
Hauptfrage wurde die Beziehung zwischen Salzeffekt und Salzmenge 
behandelt. 2. Als Nebenfrage wurde in orientierenden Versuchen die 
Fermentinaktivierung im zeitlichen Verlauf gepriift. 


1. Inaktivierungs( Stimulierungs-)grad und Salzmenge. 

Ein Reinigungsverfahren fiir Blutkatalase hat T'suchihashi (12) 
ausgearbeitet. Fiir die Wahl von Vollblut oder einer gereinigten Ferment - 
lésung war die Fragestellung entscheidend. Wenn der Fermentkinetik 
die Gewinnung méglichst reiner und von Beimengungen freier Enzym- 
praparate als Ziel vorschwebt, so erscheint es im Rahmen der physio- 
logischen Betrachtungsweise gerade von Interesse, die Fermentleistungen 
der Kérpersifte und Gewebe in einem von den Verhaltnissen in vivo 
nicht allzusehr abweichenden Milieu zu untersuchen. Gewif kann eine 
Auflésung von Blut in destilliertem Wasser nicht mebr als physiologische 
Fliissigkeit angesprochen werden; sie enthalt aber noch alle gelésten 
Bestandteile von friiher und steht in ihrem kolloidalen Verhalten dem 
urspriinglichen Zustand immerhin noch naher als ein durch Fallungs- 
und Adsorptionsprozeduren gewonnenes Fermentpraparat. Der Vorteil 
konstanteren Katalasegehalts und somit gleichmaBigerer Versuchs- 
bedingungen ist fiir den letzteren Fall unbedingt zuzugeben Die 
Schwankungen im Umsatz betrugen bei meinen Untersuchungen 
ungefihr 55 bis 63 Proz. der H,O,-Ausgangskonzentration, hielten sich 
also in Grenzen, die einen Vergleich der einzelnen Versuche miteinander 
gestatten. 

Meine Versuchsanordnung gestaltete sich einfach: In einer Reihe 
von Erlenmeyerkélbchen kamen zu 5ccem Salzlésung 5ecm H,0,- 
Lésung (0,2 proz.) und 1 cem einer Blutverdiinnung, die durch Auflésung 
von | Tropfen Blut (= 0,05cem) in 50cem destillierten Wassers her- 
gestellt worden war. Die Kontrollésung bestand aus 5 cem destilliertem 
H,O + 5cem H,O, + 1 ecm Blutverdiinnung. Nach einer Einwirkungs- 
zeit von 15 Minuten bei Zimmertemperatur wurde die Ferment- 
wirkung in den Kélbchen méglichst rasch und in derselben Reihen- 
folge wie beim Blutzusatz mit etwa 1l0proz. H,SO, unterbrochen 
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und sodann mit n/100 Kaliumpermanganatlésung titriert. Michaelis 
und Pechstein (3) geben an, daB zwischen 0 bis 18° die Umsatz- 
geschwindigkeit der Katalase sehr wenig von der Temperatur abhangt. 
Auberdem waren innerhalb der kurzen Einwirkungszeit Temperatur- 
schwankungen nicht zu beobachten (an gewéhnlichem Thermometer 
ohne ' /,,° Einteilung gemessen). Es wurde also die Fermentkonzentration 
konstant gehalten und in ihrer Starke (s. 0.) so gewaihlt, daB sowohl 
hemmende als auch stimulierende Metallwirkungen bei der Umsatz- 
bestimmung hervortreten konnten. Die Salzmengen hingegen waren 
in den einzelnen Doppelproben abgestuft, um den Metalleffekt in 
seiner Abhangigkeit von der Konzentration der Salze unter sonst 
gleichen Bedingungen zu erfassen. Der gréBere Teil der Salze bestand 
aus Chloriden; Ag, Pb, Bi und Sr kamen als Nitrate in Anwendung, 
Be als Sulfat, Mo als Na,MoQ, und Sb als KSbQ,. 

Wie schon beim Literaturhinweis erwahnt, reagiert ein Teil der 
Metallsalze mehr oder weniger stark sauer. Da die Beriicksichtigung 
dieser Tatsache eine Modifizierung der Versuchsanordnung erforderte, 
sind die Ergebnisse in zwei getrennten Abschnitten mitgeteilt : 


a) Salze, bei denen die Py Ve rschiebung durch die angewandten Konzer 

trationen innerhalb der optimalen py-Zone fiir die Katalase liegt. 

Fiir die (Leber-)Katalase wurde von Sdrensen (13) ein py-Optimum 
von etwa 6,1 bis 7,5 angegeben bei einer Einwirkungszeit unter 40 Mi- 
nuten; mit wachsender Reaktionszeit engt sich nach seiner Kurven- 
tafel die Breite dieser Zone immer mehr ein. Michaelis und Pechstein 
fanden einen Bereich von 6,3 bis 7,6. Ich habe in eigenen Versuchen 
bei Anwendung von Phosphatpuffern zwischen py 6,! bis 7,4 eine 
Umsatzdifferenz von 2 bis 3 Proz. im Sinne einer geringen Zunahme 
nach der alkalischen Seite zu gefunden, zwischen dem Phosphat- 
gemisch 6,1 und der Wasserkontrolle iiberhaupt keinen Unterschied. 
Der py-Wert des destillierten Wassers betrug 6,1 bis 6,3; Zusatz von 
lecem 1000fach verdiinnter Blutlésung anderte denselben nicht. [H] 
des endgiiltigen Reaktionsgemisches wurde auf 6,2 geschatzt, war 
aber nicht genau ablesbar wegen leichter Farbverinderung des Indi- 
kators (Methylrot) durch H,O,. Fiir elektrometrische Messungen mit 
der Chinhydronelektrode oder der Gaskette sind H,O,-Lésungen 
bekanntlich nicht brauchbar, so daB die Bestimmung auf diesem Wege 
nicht gemacht werden konnte. Bei Sérensen und Smirnow und Alissowa 
findet sich die Angabe, da8 sich [H'] im Verlauf der H,O,-Spaltung 
nicht oder unwesentlich Andere. Die kolorimetrisch gemessenen 
Pu-Werte der stirksten angewendeten Salzkonzentrationen finden sich 
in Tabelle I zusammengestellt; wie daraus ersichtlich, liegen letztere 
alle unterhalb der bei Sdérensen angegebenen Salzfehlergrenze fiir die 
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kolorimetrische Bestimmung (0.3 bis 0,5n). Tabelle II enthalt die 
Ubersicht iiber die Salzwirkung auf die Katalase; die Umsiitze sind 
in Prozenten des Kontrollwertes ausgedriickt und die denselben ent- 
sprechenden Salzmengen in Millimolaritat des Endvolumens. Die 
graphische Darstellung der Umsatzverinderungen bei den Salzen, 
welche starker inaktivierten, findet sich in Kurventafel 2. Die Abszisse 
ist aus Griinden besserer Darstellbarkeit logarithmisch transformiert ; 
die einzelnen Konzentrationsstufen sind somit durch den Logarithmus 
des Molarititsfaktors  ausgedriickt (— 1 0,1 mol., — 1,31 

0,05 mol. usw.). Die Ordinaten stellen die Umsitze in Prozenten 
des Kontrollwertes dar. 


Tabelle I. 











CaCl, 
LiCl m/10 NaCl m/10 |) KCl m/10) RbCl m 20 CsCl m/20|——— =—3 MgCl, m'10 
m/10 m 20 
63 | 6) 6.2 6,7 6.6 7,4 6,55 63 
Ba Cl, | St(NO3)2 AgNO; MnCl, Co Cl, NiCl, KSbO, Na: MoO, 
m10 | m0 m 100 m 10 m 20 m 20 | m 100 m/50 
63 | 6.2 6,2 6,2 6,1 6,1 6,55 638 
Tabelle 11. 
A CiSic iS isiocisig/eisisisgisig 
a3 /2/)/* /2icie/F/a/2/2/8/2/3 8 
_ yD - 
1 Proz. Proz. Proz. Proz. Proz.| Proz. Proz. Proz. Proz. Proz./Proz. Proz. Proz. Proz 
100 82, 89; 99|';— _ — 48; 28; 8| 4—— 3 — — 
50 86 95/| 95; 88 92 5& 455| — 48 20 48 37 — — 
10 9; 98/100) 95 98 74 78; 98 51 50 57 68 11 10 
5 98 100; 100, 98 100 80 88, 100|' — 76 65 80 17 1 
] 100 100/100 100 100 92 98' 100 60 90 86 96 28 28 
05 i|—|—/|— | —! — | 100/100; — | 68/| 96! 91) 98:36 37 
01 —- —!|!— — — 100 100 — = 86 100 96 100' 52 68 
005 | — —|— — — 100 100 — = 95 100 100 100,71 90 
0,01 —- —|— — — 100' 100' — 100 100 100 100' 8 98 
000 —- —' — — — 100 100, — 100 100 100 100 90 100 
0001 — —;|— — — 100 100 — | 100 100 100 100 98 100 


Bei Betrachtung der Metallwirkung ist sowohl das Ausmaf der 
Umsatzverinderung an sich, als auch die Art und Weise, wie dieselbe 
bei fallenden Salzmengen verliuft, zu beriicksichtigen. In dem unter- 
suchten Bereich von 100 (50) bis 0,001 Millimol waren keine stimu- 
lierenden Wirkungen, wohl aber bei allen Salzen mehr oder weniger 
hemmende Einfliisse zu beobachten. Diese Hemmung ist bei den bi- 
valenten Verbindungen (ausgenommen BaCl,) bedeutend stirker aus- 
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gepragt als bei der monovalenten Gruppe der Alkalimetalle. Letztere 
zeigen untereinander nur geringe quantitative Schwankungen. Die 
Giftigkeit der bivalenten Metalle hingegen weist Unterschiede zwischen 
den einzelnen Salzen auf (Mn > Mg > Ca > Ba; Co und Ni hemmen 
bei Vergleich aller Verdiinnungsstufen annahernd gleich), nach denen 
man die Hemmung nicht als bloBe Funktion der Valenz betrachten 
kann, sondern daneben spezifische Kationenwirkungen annehmen mul}. 
Einen ahnlichen Befund erhoben Smirnow und Alissowa (6) fiir die 
Weizensamenkatalase. Sr und Ag nehmen eine Sonderstellung im Sinne 
der Nitratvergiftung ein. Da’ die Hemmung durch diese beiden Salze 
jedoch nicht allein durch den Saurerest bedingt ist, geht aus dem 
erheblichen Wirkungsunterschied zwischen beiden hervor, der eine 
spezifische Giftigkeit des Ag-Kations erkennen laBt. Starke Hemmung 
zeigte auch KSbO,, welche angesichts der Indifferenz von Kalium 
in der untersuchten Konzentrationszone dem Sb bzw. SbO, zu- 
geschrieben werden muB. 
Tabelle 111. 
Die Kinetik der Na, Mo O,-Katalvse. 





Mol t a . log : : ~ 1 ° ba _ ba ae . e . 
Min Proz t \lata—z) vical I 
15 31 0,010 65 0.001 23 0,000 957 8.0 
30 51 0,010 21 0,001 41 9,000 671 9,2 
45 61 0,008 98 0,001 34 0,000 563 91 
60 69 0,008 13 0,001 39 0,000 512 8.8 
75 74 0,007 85 0,001 15 0.000 532 8.5 
9 | ‘78 0,007 29 0,001 24 0,000 506 82 
0 | 8 0,011 06 0,001 49 0,001 290 7,1 
20 | 39 0,011 34 0.001 41 0,000 820 8.6 
3000, 47 0,009 54 0,001 22 0,000 620 8.5 
40 | 56 0,008 61 0.001 12 0,000 555 8.8 
50 .té6# JL 0,008 16 0,001 20 0,000 513 8.6 
20 44 0,012 52 0.001 66 0,001 201 9.7 
30 56 0,011 74 0,001 70 0,000 749 10,0 
45 | 63 0,009 49 0,001 46 0,000 590 9.4 
60 | 69 0,008 12 0,001 28 0,000 512 8.8 
75 72 0,007 18 0,001 15 0,000 482 8,2 
90 76 0,006 62 0,001 14 0000444 | 890 


Na, MoQ, wirkt fiir sich allein katalytisch. In die Kinetik seiner 
H,0O,-Spaltung gewahrt Tabelle III Einblick. Man ersieht daraus, 
daB die Konstanten erster und zweiter Ordnung stark sinken und dal 
sich der zeitliche Verlauf der Spaltung am ehesten durch die Schiitzsche 


Regel (;,) oder die von Morgulis (14) als anderthalbmolekular be- 
t 


zeichnete Forme! ausdriicken liebe, was der Anniherung an ein parabhel- 
formiges Zeitgesetz entsprechen wiirde. 
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Tabelle 1V. 


x, und x, = H,O,-Umsatz im Kaliumpermanganataquivalent ausgedriickt. 





Millimol: 20 10 5 2 1 05 0,1 0,05 | 0,01 | 0,001 


Na, MoO, (2,)....-. | 15/| 15|10/ 65) 3,7; 30) 1 0 0 0 
Na, MoQ,+ Katalase(xz,) 22 23/ 23,23 (23 235 255 28) 28, 28 
fa—7, 2 +--+ +e. 7) S| 13/165! 193/205 237) 28, 28| 28 
x,— x, in Kontr.-Proz. 25 29/47/60 70 75 88 100 100 100 


8 
5 
7 


Das Zusammenwirken von Blutkatalase und Na,MoQO, bei kon- 
stanter Zeit und fallenden Salzmengen ist in Tabelle [V wiedergegeben. 
Die wahre Giftigkeit des Molybdinsalzes leuchtet erst hervor, wenn 
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man den reinen Metalleffekt von dem sich aus dem Zusammenwirken 
von Ferment und Salz ergebenden in Abzug bringt. Katalase und Salz 
wirken nicht in additivem Sinne zusammen, sondern die Kombinations- 
werte liegen bis 0,05 Millimol tiefer als der Kontrollwert infolge Inter- 
ferenz der katalytischen mit der fermenthemmenden Komponente. 
Noch anschaulicher treten diese Verhiltnisse im zeitlichen Verlauf 
(Kurventafel 1) hervor. 

Den Verlauf der Fermentinaktivierung in seiner Abhangigkeit 
von der Salzmenge illustriert die graphische Reproduktion (Kurven- 
tafel2). Die Kurven lassen ein geradliniges nach der Breite der 
Hemmungszone mehr oder weniger steiles Mittelstiick erkennen, 
welches an beiden Enden in bogenférmiger Kriimmung der Horizontalen 
zustrebt, d.h. nach oben die den Kontrollwert repriasentierende Hori- 
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zontale und nach unten bei totaler Inaktivierung (siehe Kurventafel 3) 
die Abszisse, bei partieller eine dazu parallele Linie erreicht. Die 
Verbindung der den einzelnen Salzmengen entsprechenden Ordinaten- 
werte fiihrt demnach zu einer Konfiguration, welche die Merkmale 
einer Dissoziationskurve erkennen laBt. Die Hemmungskurven von 
MnCl,, MgCl, und CdCl, (Abb. 3) lassen sich zwanglos als Teilstrecken 
einer solchen betrachten, deren Fortsetzung nach unten gegen die 
Abszisse oder eine dazu parallele Horizontale in den nicht untersuchten 
stirkeren Konzentrationen liegen wiirde. Euler und Svanberg (2) 
fanden fiir die Inaktivierung der Sacharase durch HgCl, dasselbe 
Verhalten und deuteten es im Sinne einer Komplexsalzbildung zwischen 
Ferment und Metallsalz. 


b) Salze mit einer py-Verschiebung nach der sauren Seite iiber den optimalen 
Grenzwert (6.1) hinaus. 

Eine Nichtberiicksichtigung dieser Erscheinung (|wiirde Gift- 
wirkungen vortauschen, welche auf einer Versiuerung der Reaktions- 
gemische beruhen oder mindestens kein Urteil dariiber gestatten, 
inwieweit die beobachtete Inaktivierung Ausdruck der [H’]-Anderung 
oder des reinen Metalleffektes ist. In Tabelle V sind die py-Werte 
fiir verschiedene Verdiinnungsstufen der untersuchten Salze zusammen- 
gestellt. Die Ermittelung derselben erfolgte auf kolorimetrischem Wege 
mit den Indikatoren Thymolblau (pq 1,2 bis 2,8), Bromphenolblau 
(py 3 bis 4,6) und Methylrot (pg 4,4 bis 6,2); die in Klammern gesetzten 


Tabelle V. 


Py: Werte der sauer reagierenden Metallsalzein verschiedenen Konzentrationen. 





Sisialelsleielelalaleslels 

10 3.7 | 3.7 | 46) 56 —_ 55 — — — 5.6 17 | &9 
(3,76) 
5 3.8 3.8 — 6.0 — 58 cman a — 59 1.9 6.0 
2 — 3.9 — 6.1 — -- 7 _- 24 60 23 61 
1 43 | 43 | 52 — 19 | 60 +26)! 28 | 29 6) 25 | 62 
(4.37) (2,06) (2,53) (3,05) 

05 44 | 47 54 — 24;162 30: 32 ' 35 — 28 — 
0.2 48 -s 55 —_ —*) — — 5.4 5.2 —_ 3.1 — 
0.1 565 | 59 | 56 —- —*) — 34:58 $55 — 3.6 ow 
0.05 — | 61 58 — + —*)i — 3.6 60 60 ou 54 me 
002 60; — 6) — —*) — — | 61 / 6) we | Cd ame 
001 6.2 — — — 5,2 oa 59 — — —_ 6.2 _— 
0.005 — — — — 58 — 6.1 — — -—- — — 
0,002 — — > a _- 6,0 — — - > _- — _ —— 


Zwischen Py, 3,0 und 44 nicht meBbar wegen Reduktion des Indikators (Bromphenolblau) 
Mit Meth ylrot unter 4,4 bestimmt. 
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fettgedruckten Zahlen bedeuten elektrometrische Kontrollmessungen 
mit der Chinhydronelektrode, die O. M. Henriques ausfiihrte. Die 
CUbereinstimmung zwischen den kolorimetrischen und den elektrometri- 
schen Werten ist eine gute. Wenn Berczeller (15) meint, dab der Farben- 
umschlag des Methylrots durch Eisenchloridspuren auf einer Dispersitats- 
iinderung des Indikators beruhen kénne in Analogie mit den Farb- 
veranderungen, welche kolloidale Lésungen bei Dispersitatsinderungen 
erleiden, so ist durch die elektrometrische Verifizierung der kolori- 
metrischen Ablesung wohl die saure Reaktion der Salzlésung als Ursache 
des Farbenumschlages erwiesen. Der stark saure Charakter der meisten 
in Tabelle V angefiihrten Salzlésungen laBt die GréBe des Fehlers, 
der durch seine Ignorierung entstiinde, ermessen. Um diesen Fehler 
zu beseitigen, war es notwendig, alle Proben auf dieselbe [H ] zu bringen. 
Diese Einstellung erfolgte durch vorher ausprobierte Riicktitration 
mit n/10 bis n/50 NaOH auf etwa pg 6,2. Ein Teil der Salze fiel dabei 
in Form von Hydroxyden aus und konnte innerhalb der Fallungszone 
nicht untersucht werden. Die unterhalb derselben noch auftretenden 
Hemmungen gestatten aber einen RiickschluB auf die Giftigkeit gréBerer 
Mengen zu ziehen. Tabelle VI enthalt die Ubersicht iiber die bei den 
einzelnen Salzen gefundenen Hemmungen. Von den bivalenten Ver- 
bindungen zeigt Hg eine spezifisch starke Giftigkeit, wahrend Be sich 
jenseits der Fallungszone indifferent verhalt und Cd ungefahr dem Ca 
(Tabelle Il) gleich kommt. Bei Pb und Bi ist bei Vergleich mit den 
anderen Salzen auch die Giftigkeit des Saurerestes mit in Rechnung 
zu ziehen (NO, > C1). Die tri- und tetravalenten Salze inaktivieren 
stark mit Ausnahme von RhCl, und AICl,, welch letzteres sich im 
untersuchbaren Verdiinnungsbereich als ungiftig erwies. Eine genauere 
Beziehung zwischen Valenz und Giftigkeit ist jedenfalls nicht heraus- 


Tabelle V1. 





Fig iSligegis¢(/FlFlFsisleigigs 
eiazi/=is/e)/2);#/S/ 3/2/8 |e 

= P = 

Proz. Proz. Proz. Proz. Proz. Proz. Proz. Proz. Proz. Proz. Proz. 

50 — -= 51 = -— | © a — ene seis 
10 a 0 77 -- — 20 27 _- — — 
5 oo 0 82 = _— 32 30 — — — 
1 100 0 94 #13 92 | 59 47 100 = —- 


0,5 100 3 98 18 98 | 68 59 =—:100 85 85 


SSeliiii 


0,1 100 36 =—:100 34 100 | 89 | 79 100 93 98 
0,05 100 62 100 48 100 =: 100 96 100 96 100 
0,01 100 92 +100 70 100 «6100 | 100) «100s 100—s:100 
0005 — 100 100 95 91 100 100 100 100) 100 100 
0,001 — | 100 100 98 99 100 100 | 100 100 100 100 


*) Sichtbare Ausfallung in den nicht untersuchten Konzentrationsstufen beim NaOH-Zusatz. 








Hontr % 





~~ 


~ 





Metallsalzwirkung auf die H,O,-Zersetzung durch Blut. 99 


zulesen; wenn sie besteht, so ist sie eben iiberdeckt und durchbrochen 
von spezifischen Metallwirkungen, wie wir das teilweise schon bei ‘ 
Tabelle II sahen. Die graphische Darstellung der Enzyminaktivierung 
enthalt Kurventafel 3. Die Hemmungskurven zeigen die schon friiher 
besprochene Konfiguration einer Dissoziationskurve. 
FeCl, wirkt bekanntlich selbst stark katalytisch. Der zeitliche 
Verlauf seiner Katalyse ist in verschiedenen Konzentrationen durch die 
monomolekulare Konstante gut ausdriickbar, entspricht also einer 
logarithmischen Funktion (Tabelle VII). Das Zusammenwirken mit 
Blutkatalase in einer Konzentration von 2 Millimol ist in Kurventafel 4 
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wiedergegeben. Bei Ausdeutung der Kombinationskurve ist von einer 
Fermentleistung ganz abzusehen, da der py-Wert einer 0,002 mol. 
Fe Cl,-Lésung unter 2,53 liegt (Tabelle V) und in so saurem Milieu eine 
Katalaseleistung itiberhaupt nicht zustande kommt. Sie ist also Aus- 


Tabelle VII. 


Die Kinetik der FeC],-Katalyse. 





0.01 mol (0,5 Proz. Hy O2) 0,005 mol (0,1 Proz. HzO.) 0,002 mol (0,1 Proz. Hy O,) 





" 1 . zr 1 a . xz 1 , a 
_ hes a ws ons aes Proz. t Bes o—@ — Proz. t wes a~z 
5 30 0,031 06 10 61 0,040 82 10 28 0,014 30 
15 75 0,039 75 20 86 0,042 71 20 48 0,015 05 
20 82 0,037 21 30 95 0,042 93 30 68 0,015 41 
30 91 0,034 56 40 48 0,042 47 40 75 0,015 05 


7* 
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druck reiner FeCl,-Katalyse und die gegeniiber dem System H,O, 

FeCl, verringerten Umsiatze sind durch eine teilweise Bindung des 
Salzes an die in der zugesetzten Blutlésung enthaltenen EiweiBspuren 
erklarbar. Zur weiteren Analyse der FeCl,-Wirkung war eine andere 
Versuchsanordnung notwendig. Wenn friiher alle Salzproben durch 
Riicktitration mit NaOH (FeCl, fallt hierbei als braunes Hydroxyd 
aus) auf die [H'] der Kontrolle gebracht wurden, so wurde jetzt um- 
gekehrt jede einzelne Salzprobe mit einer Kontrollésung verglichen, 
die mittels Citratmischungen auf die {H ] der Salzlésung eingestellt war. 
Jeder Konzentrationsstufe entsprach also eine eigene Kontrolle der- 
selben [H’], an der allein ihr Umsatz zu beurteilen war. Hingegen ist 
ein Vergleich der verschiedenen Salzproben untereinander nicht méglich, 
da innerhalb der Verdiinnungsreihe sowohl py als auch die Salzmenge 
variierten. Nach dieser Methode wurden auber dem FeCl, noch AlCl, 
und BeSQ,, die sich beide friiher als ungiftig erwiesen hatten, unter- 
sucht; die Resultate enthalt Tabelle VIII. Betrachten wir zunichst das 
FeCl,: bis 0,5 Millimol sinken die Kombinationswerte proportional 
den reinen FeCl,-Werten, aber absolut etwas erniedrigt, sowie es sich 
bereits im Zeitversuch gezeigt hatte, wahrend die Kontrolleistung 
Null ist. Ab 0,1 Millimol wirkt FeCl, innerhalb der kurzen Einwirkungs- 
dauer von 15 Minuten nicht mehr katalytisch und die Kontrolle (py 3,4) 
beginnt H,O, zu zersetzen. Die Kombinationswerte sind aber bis ein- 
schlieBlich 0,01 Millimol bedeutend héher, das FeCl, wirkt also in der 
Zone von 0,1 bis etwa 0,01 deutlich stimulierend. Eine starke Stimulierung 
bis 0,5 Millimol zeigt auch Be SO,, bei AICI, ist sie geringer ausgesprochen. 
Dabs diese Férderung der Enzymleistung durch Be und Al in den 
friiheren Versuchen mit Riicktitration (Tabelle VI) nicht in Erschein ung 


Tabelle VIII. 
BeSO,, AIC], und FeC], ohne Riicktitration. Die Umsiatze in Prozenten 
der Ausgangskonzentration ausgedriickt. Fiir jede Salzkonzentrationsstufe 
eine eigene Kontrolle von ungefiahr derselben [H’]. 








BeSO, AICI; FeCl, 

Milli- Kons + Salz Millie Kone | 4 Sols; Mile |. | Kons | 4 seis FeCls 
mol Pu Proz. Proz. mol Pu Proz. Proz. mel Pa Proz. Proz. Proz. 
50 3.4 2 1 10 3.6 10 1s 10 — — 46 49 
10 3,7 7 59 5 3.8 13 28 5 _—_ — 40 47 
5 3.8 12 70 l 43 41 a6 l 25 — 12 17 
2 3, 20 79 05 44 50 61 05 3.0 0 10 14 
1 43 44 83 0,1 49 79 75 0,1 3.4 l 40 0 
05 47 71 SS 005 55 87 s4 0,05 3,6 3 45 — 
01 569 9;91° — —_ | — | O88 169) Bie; — 
ome | me | come _ — i — | — | — | 0005/62] 61 60 — 
sees => | ==> | == | @001'63) 61 61 -- 
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trat, diirfte auf der Bildung undissoziierter Hydroxyde durch den 
NaOH-Zusatz, deren Ausfallung makroskopisch nicht zu sehen war, 


beruht haben. 


2. Die Inaktivierung der Blutkatalase durch Salze 
im zeitlichen Verlauf. 


AuBer der Beziehung zwischen Hemmungsgrad und Salzmenge 
war noch eine Orientierung in der Frage von Interesse, ob a) unter dem 
EinfluB der Salzvergiftung das Zeitgesetz der Katalase verandert wird 
und b) ob in substratfreiem Milieu die Enzyminaktivierung allmahlich 
spontan zuriickgeht. Eine derartige Selhstregeneration der Metall- 
vergiftung hat Euler (2) am HgCl, fiir die Sacharase nachgewiesen. 

a) Die Kinetik der Katalase ist in neueren Arbeiten unter anderem 
von Morgulis (14) studiert und von Rona und Damboviceanu (8) nach- 
gepriift worden. Es wurde gefunden, dab der Gang der Spaltung vom 
jeweiligen Mengenverhaltnis Ferment-H,O, abhangt. Bei fast totaler 
Spaltung ergab sich die Giiltigkeit des monomolekularen Zeitgesetzes, 
bei einem Umsatz zwischen etwa 60 bis 80 Proz. ein bimolekularer 
Verlauf und bei dazwischenliegenden Spaltungswerten eine Funktion 


ja—Ja 


nach der Forme! . ze die Morgulis anderthalbmolekular 
ja (a — 2) 

nannte. Hemmung durch Salzzusatz (NaCl) wirkte in den Versuchen 
von Rona und Damboviceanu in kinetischer Hinsicht einfach so, als ob 
weniger Ferment vorhanden wire, d. h. der Verlauf warein bimolekularer. 

Von mehreren in dieser Richtung ausgefiihrten eigenen Versuchen 
sind hier drei wiedergegeben (Tabelle IX). Die Konzentration des 
H,O, im Gesamtvolumen war 0,1 proz., die des Blutes entsprach einer 
Verdiinnung von etwa | : 10000; die Umsatze (x) finden sich in Prozenten 
der H,O,-Ausgangskonzentration (Kaliumpermanganataquivalent) aus- 
gedriickt. Ein Blick auf die Reaktionskonstanten lehrt, daB bei allen 
drei Salzen trotz betrachtlicher Inaktivierung [Umsatz bei Sr(NO,), 
18 Proz., bei LaCl, 65 Proz. und K SbO, 36 Proz.] der Gang der Spaltung 
anndhernd anderthalbmolekular blieh und der kinetische Effekt der 
Salzhemmung nicht in einer bloBen Verminderung der Fermentmenge 
charakterisiert werden kann, denn dann hitte die Reaktion nach den 
friiher erérterten Umsatzregeln bimolekular vor sich gehen miissen. 
Vielmehr schien der Salzzusatz einer Abanderung der Zeitregel ent- 


gegenzuwirken. 

b) Mit HgCl,, LaCl, und K SbO, angestellte Versuche iiber eventuelle 
Selbstgeneration der Metallvergiftung, zeigten innerhalb einer Beob- 
achtungsdauer von 45 Stunden keinen spontanen Riickgang der In- 
aktivierung. 
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Tabelle IX. 





(0,01 mol) 


» 


Sr(NO,) 


LaCl, (0,001 mol) 


KSb Oy, (0,002 mol) 


+ Salz 


Kontrolle 


+ Salz 


Kontrolle 


+ Salz 


Kontrolle 


Va—Ve- 


ar) t 
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la(a- 


a 
ata 


Va—Va=z 


1 
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1 \a- la—x 
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Rie. 
\a(a—z) ene | © ata—z) 


la—la—z 
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1 la—Jla 
2) 4 


a 
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Proz 


la (a—.s) 
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*) Proz. 


lata 


Proz. t 


la (a 


a(a 


t 
Proz. 


Proz. 


0,000 346 


0,000 712 


9 


0,002 56 
17 


48 


4a 
15 


30 
45 


0,000 214 


3 0.0001045 
6,4 00000530 


4 


0,004 92 


55 
73 


10’ 
20 


0,00204 


0,001 450 


89 31 


10’ 


20 


322 


0,000 


0,000 
0,000 
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0.00039 


3 


0.00249 


0,002 5 


0,000 160 


3 


0,004.6 


0,001 66 


98 44 0,000890 


340 


0,000 292 


25 


78 


0,000 141 


8,6 0,0000409 
14.7 0,0000210 
17,8 0.00001 


0,005 52 


86 


30 


57 


0,001 


716 


100 54 0; 
0,000 575 


oh) 


328 


325 


0,000 228 
36 0,000 20 


31 


0,002 40 
0.00231 


60 84 
7 


0,000 138 


95 


55 


0,001 46 


40 


0,000 


» 
~ 


. 
. 


87 


5 


0.000 141 


0,005 54 


0 96 


0,001 41 


— 65 0.000570 
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Zusammenfassung. 

Es wurde die Wirkung verschiedener 
anorganischer Salze (die Chloride von 
Li, Na, K’, Rb, Cs’, Ca’, Mg’, Ba’, 
Mn , Co , Ni , Hg , Cd", Rh”, Ce”, La”, 
Al”, Fe”, Zr, Ti”, die Nitrate von 
Ag, Pb’, Sr’ und Bi’, ferner BeSO,, 
Na, MoO, und K SbO,) auf die Kaninchen- 
blutkatalase in ihrer Beziehung zur Salz- 
konzentration und bei einigen auch im 


zeitlichen Verlauf untersucht.  Hierbei 
ergaben sich im wesentlichen folgende 
Resultate. 

1. Viele Metallsalze reagieren in 


wisseriger Lo6sung mehr oder weniger stark 
sauer, einige davon noch in hohen Ver- 
diinnungen. Zur Ausschaltung 
Nebenwirkung wurden die sauren Salz- 
proben durch Riicktitration mit NaOH 
auf den py-Wert Wasserkontrolle 
(6,2) gebracht:; einige fielen 
in starkeren Konzentrationen 
Hydroxyde aus konnten 

unterhalb der Fiallungszone 


dieser 


der 
Salze da- 
bei als 
und erst 
untersucht 
werden. 
2. Keines von den gepriiften Metall- 
indifferent 
Die meisten 
Die schwachste 


salzen verhielt sich ganz 
gegeniiber der Katalase. 
hemmten die Katalase. 

Inaktivierung zeigten die Chloride der 
Alkalimetalle; innerhalb der iibrigen 
Verbindungen waren starke spezifische 
Giftwirkungen zu erkennen. Von der 
Hemmungskraft der mono- 
valenten Chloride der Alkalimetalle ab- 
gesehen, war eine strenge Beziehung 
zwischen Giftigkeit und Valenz nicht zu 
ersehen. Stimulierend wirkten die sauer 
reagierenden Salze BeSQO,, AICl,, FeCl, 
Versuchen ohne Riicktitration mit 


geringen 


in 


NaOH, in denen jede einzelne Salzprobe 
mit einer auf dieselbe [H } eingestellten 
Kontrollésung verglichen wurde. 
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3. Bei graphischer Darstellung der Salzhemmung (Verbindung 
der Ordinatenpunkte, welche die den einzelnen Salzmengen ent- 
sprechenden Umsatze darstellen) ergaben sich Kurven, welche in ihrer 
Konfiguration an eine Dissoziationskurve erinnern. 

4. Die Katalyse des Na, MoO, und FeCl, wurde im zeitlichen Verlauf 
verfolgt. Bei ersterem entsprach der Gang der Spaltung ungefahr 


. ee . ° oe . zx ° 

einem parabelférmigen Verlauf (annahernd durch K ausdriickbar), 
t 

bei letzterem einer monomolekularen Reaktion. Beim Zusammen- 


wirken vom Na, MoO, und Katalase ergab sich kein additives Verhalten 
im Sinne einer Leistungssummation, sondern eine Erniedrigung der 
Umsiatze infolge Interferenz der Enzymhemmung durch das Salz mit 
dessen katalytischer Eigenwirkung. Beim FeCl, war oberhalb 0,1 Milli- 
mol das Zusammenspiel mit Katalase wegen seiner stark sauren Reaktion 
(unter py 3,4) nicht verfolgbar; unterhalb dieser Grenze wurde die oben- 
erwahnte Enzymstimulierung gefunden, wobei FeCl, fiir sich allein 
nicht mehr katalytisch wirkte. 

5. Die Hemmungen durch LaCl,, Sr(NO,), und KSbO, wurden 
im zeitlichen Verlauf untersucht. Trotz starker Erniedrigung des 
Umsatzes, welcher nach den Versuchen von Morgulis und Rona und 
Damboviceanu im Sinne einer Verringerung der Fermentmenge die 
bimolekulare Zeitregel entsprechen sollte, blieb die Reaktion annaihernd 
anderthalbmolekular. 

6. Orientierende Versuche mit HgCl,, LaCl, und KSbO, iiber 
die Selbstregeneration der Metallvergiftung verliefen negativ. 
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Milz und Stoffwechsel. 


I. Mitteilung: 


Cher den Einflu8 der Milzexstirpation auf die Stickstoff- und Kreatinin- 
ausscheidung. 


Von 
Alexander Palladin und Lydia Palladin. 
(Aus der Forschungsanstalt fiir Biochemie zu Charkow.) 


(Eingegangen am 7. Juni 1925.) 


Der EinfluB der Milz auf die Stoffwechselprozesse ist noch nicht 
endgiiltig aufgeklart. Die Resultate der zur Klarung dieser Frage 
angestellten Untersuchungen, die bei weitem nicht vollstandig sind 
und die Frage nicht von allen Seiten beleuchten, sind in vielen Fillen 
widersprechend. Eins geht mit Sicherheit aus diesen Untersuchungen 
hervor, nimlich das, daB die Milz neben ihrer bestimmten Rolle im 
Eisenstoffwechsel auch auf die anderen Stoffwechselprozesse im 


tierischen Organismus einwirken muB. 

Richet') war der erste, der sich die Aufgabe gestellt hatte, die Rolle 
der Milz im Stoffwechsel aufzukliren. Er studierte den EinfluB der Milz- 
exstirpation bei Hunden auf die Gewichtskurve und Nahrungsaufnahme 
derselben und kam zu dem SchluB, daB die Milz zweifellos einen EinfluB 
auf den Stoffwechsel bei Hunden hat, deren Gewicht nach der Splenektomie 
fallt. 

Dagegen konnte Verzar?), der den Einflu8 der Splenektomie auf den 
Gasaustausch an kurarisierten Hunden studierte, irgendwelchen Einflu8 
nicht konstatieren. Zu demselben SchluB, daB niamlich die Milz auf den 
Gaswechsel bei Hunden gar keinen Einflu8 habe, kamen Chu Koda*) und 
Doubler*) im Laboratorium von Asher (an nicht kurarisierten Hunden). 
Das entgegengesetzte Resultat erzielten (gleichfalls im Laboratorium von 
Asher) Danoff*) und Hauri*) in ihren Versuchen mit Kaninchen und Ratten. 


1) Richet, Journ. de physiol. et pathol. gen. 14, 689, 1912; 15, 573, 1913. 
2) Verzar, diese Zeitschr. 58, 69, 1913. 

%) Chu Koda, ebendaselbst 122, 154, 1921. 

*) Doubler, ebendaselbst 122, 161, 1921. 

5) Danoff, ebendaselbst 98, 49, 1918. 

®) Hauri, ebendaselbst 98, 1, 1919. 
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Sie fanden, daB die Entfernung der Milz den Gaswechsel sowohl! bei Kaninchen 
(Hauri) als auch bei Ratten (Danoff) erhéht. Mithin stellen Asher und 
seine Mitarbeiter fest, daB die verschiedenen Tiere sich nicht gleichartig 
der Milzentfernung gegeniiber verhalten: wahrend die Splenektomie bei 
Kaninchen und Ratten einen verstirkten Gasaustausch hervorruft, iibt 
sie bei Hunden gar keinen EinfluB aus (womit die Resultate von Richet 
nicht iibereinstimmen). Dabei ist zu bemerken, daB in den Versuchen von 
Danojf und Streuli') die Ratten héchstens 10 Tage lang nach der Operation 
lebten, dann aber stets eingingen, wahrend diese]ben bei den anderen Unter- 
suchern (Amerikanern und Japanern) selbst nach einer viel lingeren Zeit 
nach der Splenektomie noch am Leben waren. So z. B. rief nach den Angaben 
von Smith und Leach*) die Operation bei den Ratten keine Abweichungen 
von der Norm hervor, weder im Sinne des Wachstums, noch im Sinne einer 
Steigerung des Appetits; Nishikawa und Tagaki*) beobachteten die Ratten 
im Laufe von 15 bis 20 und noch mehr Wochen nach der Operation. Ferner 
fand Richet*) bei seinen weiteren Studien iiber die Rolle der Milz bei Hunden, 
daB die milzlosen Hunde groBer Nahrungsmengen bediirfen, um ihr Gewicht 
zu bewahren, und daB sie den Hunger schlechter ertragen als normale Tiere, 
indem sie starker an Gewicht verlieren und schneller eingehen. Um zur 
Norm zuriickzukehren, bediirfen sie der Zufuhr von gréBeren Nahrungs- 
mengen als normale Hunde, woraus Richet den SchluB zieht, daB die Milz 
das Bediirfnis nach Nahrung herabsetzt. Ferner fand Richet, daB die milz- 
lesen Hunde den Vitaminhunger schlechter ertragen, und glaubt, da®B der 
Milz eine besonders wichtige Rolle im Kohlehydratstoffwechsel zukommt. 

Ebensowenig Angaben gibt es betreffs des Einflusses der Milz auf 
den Stickstoffumsatz. Bernet5), der im Laboratorium von Asher den EinfluB 
der Splenektomie auf die Stickstoff- und Ammoniakausscheidung bei drei 
Kaninchen studierte, fand, daB nach der Exstirpation der Milz die Gesamt- 
stickstoffausscheidung im Harn sich erhéhte, wiaihrend die Ammoniak- 
ausscheidung bei einem Kanirchen herabgesetzt, bei einem anderen erhiht 
und beim dritten unveraindert war. Nach seiner Ansicht wirkt die Milz 
auf den EiweiBumsatz hemmend ein. Beim Vorhandensein derselben ist 
der EiweiBzerfall herabgesetzt, nach Entfernung derselben erhéht, was 
auch in einer verstarkten Stickstoffausscheidung im Harn zum Ausdruck 
kommt. 

Richet ist der Meinung, daB die Entfernung der Milz bei Hunden eine 
Steigerung des Stickstoffwechsels zur Folge hat. -Marino®) studierte den 
Einflu8 der Splenektomie auf den Blutgehalt der Hunde an stickstoff- 
haltigen Substanzen und fand, daB der Harnstoff zuniichst erhdht ist, 
nach 1 bis 2 Monaten aber zur Norm zuriickkehrt; der Gehalt an Amino- 
siuren und Ammoniak ist zuniachst gleichfalls erhéht, wird aber dann 
normal. Andererseits bleibt der Gehalt des Gesamtstickstoffs und des 
Trockenriickstandes die ganze Zeit herabgesetzt, wihrend der Gehalt des 
Reststickstoffs die ganze Zeit erhdht ist. 


1) Welcher fand, daB die splenektomierten Tiere gegen Sauerstoff- 
mangel empfindlicher sind (diese Zeitschr. 87, 359, 1918.) 

2) Smith and Leach, Amer. Journ. of Physiol. 60, 250, 1922. 

3) Nishivawa und Tagaki, Deutsch. med. Wochenschr. 48, 1067, 1922. 

4) Richet, C. r. Acad. Se. 176, 1026, 1923; 177, 441, 1923. 

5) Bernet, diese Zeitschr. 128, 251, 1922. 

®) Marino, Atti Accad, dei Lincei 31, 196, 1922. 
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Widersprechend sind auch die klinischen Daten. So ist z. B. nach den 
Angaben von Tomkins, Britingam und Drinker‘) bei der Splenomegalie 
der Stickstoffwechsel gesteigert, wihrend er nach der Milzexstirpation 
um 15 Proz. herabgesetzt ist. 

Umber*) fand, daB bei der Bantischen Krankheit der EiweiBstoff- 
wechsel erhéht ist und daB die Kranken eine negative Stickstoffbalance 
bei derjenigen EiweiBmenge in der Nahrung aufweisen, bei welcher gesunde 
im Stickstoffgleichgewichtszustande sich befinden. Nach der Milzentfernung 
bei diesen Kranken wird die Stickstoffbalance wiederum normal. Diese 
Daten, die allerdings mit denjenigen von Lichtwitz, Schweriner*) u. a. nicht 
iibereinstimmen, widersprechen den Resultaten der oben erwaihnten Unter- 
suchungen von Asher, Bernet und Richet. Lepehne*) sagt, indem er aus 
unseren Kenntnissen tiber die physiologische Rolle der Milz das Fazit zieht, 
daB nach der Exstirpation derselben die Eisenausscheidung sich verstirkt 
[siehe z. B. Zimmermann ®)], eine Cholesterinaimie auftritt und die Stickstoff- 
ausscheidung zunimmt, 

Wie aus dieser kurzen Literaturiibersicht zu ersehen ist, sind unsere 
Kenntnisse von der Rolle der Milz im Stoffwechsel noch sehr unvoll- 
standig. Daher stellten wir Untersuchungen an, die den Zweck hatten, 
den EinfluB der Milz auf die verschiedenen Phasen des Stoffwechsels, 
in erster Reihe auf den Stickstoffwechsel, aufzukliren. In dieser Mit- 
teilung werden die Ergebnisse der Versuche mitgeteilt, die iiber den 
EinfluB der Splenektomie auf die Ausscheidung des Gesamtstickstoffs 
und des Kreatinins bei Kaninchen angestellt wurden. 

Die Stickstoffausscheidung bei Kaninchen nach der Milzentfernung 
wurde, wie oben erwihnt, von Bernet studiert; er stellte jedoch seine Ver- 
suche nur mit drei Kaninchen an und studierte die Stickstoffausscheidung 
nur im Laufe von héchstens 10 Tagen nach der Operation ; dazu kommt, daB 
jedes der drei Kaninchen beziiglich der Ammoniakausscheidung ein anderes 
Bild darbot. 

Als unsere Versuche bereits abgeschlossen waren®), erschien eine 
Arbeit von Takahashi?) aus dem Asherschen Laboratorium, die die Frage 
des Einflusses der Splenektomie auf die Stickstoffausscheidung bei Ratten 
behandelt. Er stellte fiinf Versuche mit Ratten an; vor der Operation 
wurden sieben bis zehn Bestimmungen, nach der Operation zwei bis vierzehn 
ausgefiihrt. In drei Versuchen (in einem waren zwei, im anderen drei und 
im dritten drei Bestimmungen nach der Operation gemacht worden) 
wurde nach der Splenektomie eine Zunahme der Stickstoffausscheidung, 
in zwei Versuchen (sechs bis zehn Bestimmungen nach der Operation) eine 
Abnahme derselben konstatiert. 


1) Tomkins, Brittingam and Drinker, Arch. f. intern. Med. 23, 441, 1919. 

2) Umber, Miinch. med. Wochenschr. Nr. 27, 1912. 

3) Schweriner, Berl. klin. Wochenschr. 1920, S. 1119. 

*) Lepehne, Deutsch. med. Wochenschr. 48, 1606, 1922. 

5) Zimmermann, diese Zeitschr. 17, 297, 1902. 

6) Eine vorlaufige Mitteilung iiber die hier geschilderten Versuche 
wurde in der Charkower Zeitschrift ,,Wratschebnoje Djelo*’ Mai 1924 ab- 
gedruckt. 

7) Takahashi, diese Zeitschr. 145, 130, 1924. 
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Als Versuchstiere dienten uns erwachsene Kaninchen. Im Laufe 
der ganzen Voroperationsperiode sowie wihrend der ganzen Zeit nach 
der Operation befanden sie sich in speziellen Kafigen, die fiir Stoffwechsel- 
versuche dienen. Der Harn wurde in 48stiindigen Mengen gesammelt 
und in demselben der Gehalt des Gesamtstickstof//s nach der kolorimetri- 
schen Mikromethode Folin—Farmer—Gulick und der Kreatiningehalt 
nach der Methode von Folin und Morris bestimmt. Als Nahrung 
diente die ganze Zeit Hafer und Riiben. Dabei wurde eine gréBere 
Menge Hafer in den Futtertrog gebracht, damit die Kaninchen, falls 
sie infolge der Operation einen starkeren Appetit bekommen sollten, 
denselben durch ein Mehressen stillen kénnten. 

Nachdem beim Kaninchen der normale Gehalt an Gesamt- 
stickstoff und an Kreatininstickstoff im 48stiindigen Harn fest- 
gestellt worden war, wurde es der Operation der Milzentfernung 
unterzogen. 

Die Operation wurde unter Beobachtung strengster Aseptis und Anti- 
septis auf folgende Weise ausgefiihrt: Der Schnitt durch die Haut und 
siimtliche darunterliegenden Gewebe wurde 11, ¢m nach links von der 
Mittellinie (am &uBeren Rande des linken M. rectus abdominis), von der 
linken Unterrippengegend nach unten hin gefiihrt (Lange des Schnittes 
5em); die Bauchhéhle wurde erédffnet, die Darmschlingen nach seitwirts 
gedriingt und mit Hilfe von groBen sterilen Gazekompressen festgehalten, 
der Magen erhoben und die Milz erfaBt. Jedes MilzgefaB wurde einzeln 
unterbunden, worauf die Milz exstirpiert wurde. SchluB der Bauchwunde 
mittels Schichtnihte und Bestreichung der Stelle des Hautschnittes 
mit Jod. 

Die Operation verlief gewéhnlich ohne Blutverlust. Taglich wurde die 
Narbe mit Jod bestrichen; bei allen Kaninchen trat stets nach 5 Tagen 
Heilung per primam ein. Gewoéhnlich fraBen die Kaninchen am Tage nach 
der Operation nichts, wihrend sie am folgenden Tage normalen Appetit 
und normales Aussehen zeigten. 

Simtliche operierten Kaninchen boten uns nun ein ganz anderes 
Bild der Gesamtstickstoffausscheidung als es von Bernet beschrieben 
wurde. Die Splenektomie war in unseren Versuchen von keiner erhdhten 
Stickstoffausscheidung begleitet. Im Laufe der ersten 7 bis 10 Tage nach 
der Operation blieb die Stickstoffausscheidung im allgemeinen auf der- 
selben Hohe, auf welcher sie vor der Operation war, wahrend sie spater 
nicht nur nicht eine Zunahme, sondern sogar eine leichte Abnahme 


erfuhr. 

Mitunter enthielt nur der am dritten und vierten Tage nach der 
Operation gesammelte Harn mehr Stickstoff als gewéhnlich, das war 
jedoch dann der Fall, wenn das Kaninchen am ersten und zweiten Tage 
nach der Operation fast keinen Harn lieB und demnach der Stickstoff 
des nach dem vierten Tage gesammelten Harns auch auf Konto dieser 
beiden ersten Nachoperationstage zu setzen ist. 
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Tabelle $ 





Gehalt der Harnmenge 
von 2 Tagen an 


D Korpers — Ges.sN K . 
sees gewicht — Gesamt> pro 1 kg Kreatinins Kreatinin- 7 —— Bemerkungen 
menge N hte N N des koeffizient 
gewicht y Ges.“N 
1924 8 ccm g g g Proz. 
26, IT. 2145 «200 ) 2,717 1,266) 0,089 3,27 20.0 
28, IT. 2150 180 2.758 1,280 0,089 3,22 20.6 
1 2155 180 2.717 1,254) 0.091 331 20.8 Vor der 
3.111. 2210 180 2688 1215 | 0.091 3,38 19.8 Operation 
5. TIT. | 2223 170 2,626 1,136) 0,082 3,12 18,9 
7.111 2200 125 2551 1,158! 0,082 3,21 18,6 
9. III. 2190 75 «62.083 0,951 0,069 3,31 15,7 Am 11. Ill 


11. IIT. 2215 70 1.724 0.777 0,668 3.94 15.3 Operation 
Durch- 
schnittlich —  — 248% 1197! 0082 | 384 186 


13.111. 1999 — 


15.111. 1960 175 4545 2315 0158 3,47 _ 

17.11). 2165 95 2280 1052 0076 | 332 17,5 

19.111. 2165 | 65 2173) 1,003 0073 | 3,36 16.8 

21.111. 2050 135 2535) 1203 0,100 | 3.98 24.2 

Durch. 

schnittich —  — 2806/1044! 0081 | 358 | 195 

23.111. 2230 90 2000 0896 0.093 465 218 

25.111. 2130 170 1,923 0902 0093 483 21.8 

27.111. 2130 155 1,984 0931 0111 5,59 26,1 

29.111. 2085 120 1,237 0593 0,069 5,57 16,5 

31.111. 2100 165 1,923 0915 0,121 6.92 28.8 

Durch. é . 

schnittich —  — 1818 OS847 0097 551 235 Nach der 
Operation 

6. 1V. 2120 «110 «1488 0,701 0,093 6,25 21,5 

8.IV. 2080 150 1524 0.732 0139 912 33,4 

10.1V. 2095 125 1318 0628 0,107 8.11 25,5 

12. IV. 2110 | 135) $1524 0,710 O11 | 7,28 28.6 

14.1V. 2105 | 165 1,562 0,722 0,123 | 7,87 29.2 


Durch ich — | — | 1488/0698 0114 | 772 | 276 


18. V. 2105 200 «1,524 0,723 0,107 7.02 25.4 
20.V. 2110 215 1470 0696 0118 8,03 27.9 
22. V. 2110 190 1470 0696 O111 7.55 26.3 
—— — | — (1488/0705 | o11¢ | 758 | 965 


schnittlich 





In den Tabellen I, Il und III sind als Beispiel die Protokolle dreier 
unserer Versuche mit Milzentfernung!) angefiihrt. Wie aus dem ersten 
Protokoll zu ersehen ist, enthielt der vor der Operation im Laufe von 
48 Stunden gelassene Kaninchenharn im Durchschnitt 2,484 g Gesamt- 


') Im ganzen wurden zehn Versuche angestellt. 
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Tabelie I] 





Gehalt der Harnmenge 
von 2 Tagen an 





Korper 2 tagige 
7 3 Ges.«N , 4 
oom gewicht Sem Gesamt- — kg Kreatinin- Kreatinin: Kecetinin Bemerkungen 
menge N rit. N N des koeffizient 
: gewicht . Ges.«eN 
1924 g ccm zg g g Proz 
26, IT. 2615 295 2,777 1,062 0,087 3,13 16.5 | Vor der 
28. II. 2715 250 2.777 1,05: 0.087 3.138 17.8 | Operation 
117. 2800 200 2873 1,026 0,087 3.02 15.5 nen 3. 
3.11. 2930 285 2873 0,990 0,087 3,02 14.8 Operation 
Durch- - a - = . 
scbnittlich —  — 282 1,087 0087 3,07 16.1 
5. II. 2715 165 2436 O891 0,091 3.73 18.6 
7. IL. 2780 205 2314 O831 0.084 3.63 15.1 
Durch- a . - cid _ 
schnittlich —_ — 2375 OS61 0.087 3.68 16.8 
21.11T. | 2475 | 215 | 2.777 | 1,121 | 0,082 2.95 16.6 | 
23.111. 2515 , 140 1,953 0,777 0,082 4,19 158 
25. ILI. 2500 185 1.984 0.763 0.093 4.67 18.6 
27.111. 2545 1909 2,000 0.785 0,101 5.05 19.8 
29. III. 2575 235 1.893 0.735 0.093 4.70 18.5 
Durch- AE 
schnittich —  — 2,121 0836 0090 431 178 
Nach der 
: Operatio 
6.1IV. 2600 250 1851/0711 0,101 5.45 19.9 meee 
8. IV. 2615 220 1,851 0,705 0,132 7,13 25.4 
10.1V. | 2595 — a Abs an i — 
12. IV. 2680 215 2,136 | 0.790 0.123 5,75 22.9 
14. IV. 2670 285 2,192) 0805 0.123 5.61 23.0 
Durch: * =m a 
schnittlich = a 2.007 ‘. rhs >4 O1 19 5.98 228 
18. V. 2720 §=6.230) «2.083 0.765 0,123 5.90 227 
20. V. 2725 190 1,724 0632 0111 643 20.4 
22. V. 2690 160 1428 0530 O11] 7.70 21.2 
D “he = = : Lad - 
cchaittlich || —  — (1,745 0642) 0115 667 214 


stickstoff. In den ersten 10 Tagen nach der Splenektomie wurden im 
Laufe von 48 Stunden durchschnittlich 2,305¢ Gesamtstickstoff 
ausgeschieden, in der Periode vom 11. bis zum 20. Tage nach der 
Operation 1,813 g Stickstoff; vom 25. bis zum 34. Tage 1,483 g 
Gesamtstickstoff und vom 67. bis zum 72. Tage nach der Operation 
1,488 g Gesamtstickstoff. Wir sehen also, da die Gesamtstickstoff- 
ausscheidung nach der Milzentfernung allmahlich abnahm, am 25. Tage 
nach der Operation nur 0,742 g pro 24 Stunden betrug und auf diesem 
Niveau wihrend der ganzen weiteren Periode stehen blicb, denn eben- 
soviel Stickstoff wurde auch am 34. und 72. Tage nach der Operation 
ausgeschieden. 
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Tabelle 111. 





Gehalt der Harnmenge 
von 2 Tagen an 





Kéepee 2 tagige s 
. Ges oN v2 . —_ 
Detem gewicht Heme Gesamt- + kg Kreatinin« Kreatinins tei onan Bemerkungen 
| Menge N érper: N N des oetfizient 
° gewicht ° ( 1€S.0N 
1924 g ccm 2 g g Proz. 
20.1V. 1885 360 1,785 094 0093 | 55 s i foe 
22 1V. 1935 315 1515 079 0093 | 60 -: - oe 
24. 1V. 1960 290 1612 O82 0101 6.2 25 Operation 
Durch. = p o - 
schnittlich — | — 1,687 085 009 59 24.6 
26. IV. 1810 | 195 | 2,272 1,21 0.093 4.3 25 
28. IV. 1805 310 1515 O83 0,101 6.2 26 
30. 1V. 1850 250 1428 0,77 0,093 6,1 25 
2. V. 1865 285 1470 0,76 0101 65 26 
4.V. 1915 220 1315 O68 0,082 63 21 
Durch. 
schnittlich —  — 1,600 O85 0094 58 246 
6.V. 1890 300 1,785 0,94 0,101 5,7 26 
8. V. 1935 245 1470 0.75 0,074 5,0 19 
10. V. 1990 190 1612 080 06,088 5.5 23 ie 
12. V. 2040 255 1,723 0,69 0,088 5,2 22 Operation 
14. V. 1940 270 1,923 0,98 0,102 54 25 
Durch-s 
Nhauttlich | — | — | 1,700| 085 | o@s0 | 58 23 
12, VII. 2105 | 205 1,351 0,64 0,101 7,4 24 
14. VII. 2145 290 §=1,336 0,62 0,101 7.6 24 
16. VII. 2155 300 1,250) 059 0,105 84 25 
18. VII. 2190 300 1,268 058 O11 8.8 26 
20.VIT. 2220 325 £1,351 O61 0,150 ll, 34 
Jurchs 
OStaittlich — — 1311 060 0118 8.6 26.6 


Welchen EinfluB hatte nun die Splenektomie auf die Menge der 
von den Kaninchen aufgenommenen Nahrung, mit anderen Worten 
auf ihren Appetit’ An Riiben bekamen die Kaninchen je 200g pro 
48 Stunden, welche Menge sie vollstandig auffraBen. Was nun die 
von ihnen aufgefressene Hafermenge anbelangt, so war sie eine ver- 
schiedene, im allgemeinen kénnte man jedoch den SchluB ziehen, daB die 
Kaninchen in der ersten Zeit nach der Operation (vom 6. bis zum 14. Tage) 
etwas mehr Hafer als gewéhnlich auffraBen, dann aber wurde ihr 
Appetit wieder normal, und in der nachfolgenden Periode war die 
Nahrungsaufnahme nicht nur nicht erhéht, wie man nach den Versuchen 
von Richet an Hunden hatte erwarten kénnen, sondern sogar leicht 
vermindert (womit vielleicht die herabgesetzte Stickstoffausscheidung 
zum Teil in Verbindung zu bringen ist). 
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Dasselbe Bild der Beeinflussung der Gesamtstickstoffausscheidung 
durch die Splenektomie bietet auch das zweite Protokoll (Tabelle I1). 
In der Norm wurden im Laufe von 48 Stunden 2,825 g Gesamtstickstoff 
ausgeschieden ; in den ersten 4 Tagen nach der Operation wurden 2,375 g¢ 
Gesamtstickstoff, in der Zeit vom 17. bis zum 28. Tage nach der Operation 
wahrend 48 Stunden 2,101 g Stickstoff ausgeschieden; vom 33. bis 
zum 42. Tage 2,007 g; vom 75. bis zum 80. Tage 1,745 g Gesamtstick- 
stoff. Dasselbe Resultat gaben auch alle tibrigen Versuche. 

Somit erfahrt zundchst die Gesamtsticksto{fausscheidung bei Kaninchen 
nach der Splenektomie fast keine Verdnderung, dann aber beginnt sic 
abzunehmen, um auf einem niedrigeren Niveau') als in der Norm stehen- 
zubleiben. Das gleiche Bild erhalten wir, wenn wir die absolute Stick- 
stoffmenge auf Kilogramm Kérpergewicht umrechnen (siehe Tabelle | 
und II, fiinfte Kolonne). 

Wodurch laBt sich nun das ganz andere Resultat erkliren, das 
Bernet an seinen drei Kaninchen erzielte ’ Offenbar dadurch, daB er 
die Stickstoffausscheidung nur im Laufe der ersten 6 bis 10 Tage nach 
der Operation untersuchte. Auch in unserem Versuche, dessen Protokoll 
in Tabelle IV angefiihrt ist und der 10 Tage nach der Operation unter- 
brochen wurde, kénnen wir noch keine Abnahme der Gesamtstickstoff- 


ausscheidung*) feststellen. 


Tabelle 1V. 





Gehalt der Harnmenge 


2 tagige von 2 Tagen an 


Korper- 7es.0N > 4 in. 
Detum gewicht Here Gesamt- vay kg Kreatinin- Kreatinin- owen Bemerkungen 
menge N Korpere N N des koeffizient 
, gewicht . Ges.-N 
1924 g ccm g g g Proz. 
| 
16.1V. 2040 210 || 2,500 1,22 0,079 63 19 | , 
18.1V. 2145 110 || 2,083 097 0079 7,9 18 en. 
20.1V. 2155 105 | 1428 066 0,062 8.7 6 | 
22.1V. 2175 110 1470) 068 0,061 8.6 14 Aen 24.1 
24.1V. 2190 115 2,083 095 0,066 6.6 15 Operation 
ehattich — | — 1913) 089 | 0069 76 16 
26.1V. 2060) 145 2192 1,06 0,055 53 13 | 
28.IV. 2070 160 1851 090 0,061 68 15 Nech der 
30.1V. 2100 | 130 1,724 O82 0,056 65 14 Operation 
2. V. 2075 «155 «11.923 092 0062 | 65 15 
4.V. 2090 90 1,723 O82 0,055 6,5 1B 
) Ne 
Durcctich || —  —  1,882| 090 | 0058 68 4 


1) In Ubereinstimmurg hiermit finden sich die oben erwahnten 


klinischen Angaben, z. B. von Umber. 
2) Sowie keine Zunahme der Kreatirinausscheidung. 
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Ein anderes Bild bietet uns das Kreatinin. In den ersten Tagen 
nach der Milzentfernung sind im Harn fast die gleichen Kreatininmengen 
enthalten, wie auch in der Norm (beim Vorhandensein der Milz); dann 
nimmt die Kreatininausscheidung zu und bleibt in der Folgezeit erhdht. 
Mithin scheiden Tiere, denen die Milz entfernt worden ist, mehr Kreatinin 
aus, als normale. Wenn vor der Operation ein bestimmter Prozentsatz 
des Gesamtstickstoffs in Form von Kreatinin zur Ausscheidung kam, 
so ist dieser Prozentsatz bei milzlosen Tieren bedeutend erhéht. Wenn 
beispielsweise vor der Operation gegen 3 Proz. des Gesamtstickstoffs 
in Form von Kreatininstickstoff ausgeschieden wurde, so kommen nach 
einem Monat und mehr nach der Milzexstirpation auf die Kreatinin- 
stickstoffkomponente 6 bis 7 Proz. des Gesamtstickstoffs. Ebenso 
verandert sich auch der Kreatininkoeffizient. Die erste Zeit nach der 
Operation bleibt er fast unverindert, dann erhéht er sich und bleibt 
in der Folgezeit ein héherer als in der Norm. 

So z. B. schied das Kaninchen, dessen Versuchsprotokoll in Ta- 
belle 1 angefiihrt ist, vor der Operation im Durchschnitt 0,082 g 
Kreatininstickstoff wihrend 48 Stunden aus, was 3,34 Proz. des Ge- 
samtstickstoffs ausmacht. Nach der Operation schied es in den ersten 
10 Tagen die gleiche Menge aus, und zwar 0,081 g (3,53 Proz. des Gesamt- 
stickstoffs). Dann nahm die Kreatininausscheidung zu und erreichte 
am 20. bis 25. Tage die mittlere GréBe von 0,110 g pro 48 Stunden 
(6 bis 7 Proz. des Gesamtstickstoffs); auf diesem Niveau stand die 
Kreatininausscheidung auch am 35. und 72. Tage nach der Operation. 
Der Kreatininkoeffizient bei diesem Kaninchen stieg von 18,6 auf 
26,0 bis 27,0. Das gleiche sehen wir bei dem Kaninchen, fiir welches 
die Daten in Tabelle IT angefiihrt sind. Auch hier stieg die Kreatinin- 
ausscheidung von der fast gleichen Normalzahl 0,087 g Kreatininstick- 
stoff pro 48 Stunden, oder etwa 3 Proz. des Gesamtstickstoffs, am 
20. bis 30. Tage nach der Operation auf 0,110 g pro 48 Stunden (5 bis 
6 Proz. des Gesamtstickstoffs) und blieb auf dieser Héhe auch am 
40. und 80. Tage nach der Operation stehen. Der Kreatininkoeffizient 
stieg bei ihm von 16,1 auf 21,0 bis 22,0. 

Wir sehen also, daB die Milz auf die Stickstoffwechsel prozesse einen 
Einflup ausiibt, da die Exstirpation derselben sowohl in der Gesamt- 
stickstoff- als auch in der Kreatininausscheidung Veranderungen 
hervorruft. Diese Verinderungen treten nicht sogleich nach der Ope- 
ration auf, sondern allmahlich. 


Wir wissen, daB nach der Entfernung der Milz die Rolle derselben von 
ar deren Organen iibernommen wird. Es geniigt z. B., auf die Untersuchungen 
von Nishikawa und Tagaki hinzuweisen, nach welchen es nach der Splen- 
ektomie in der Leber zu einer Wucherung von milzaihnlichem Gewebe aus 
den Kupferschen Zellen kommt. 
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Bei den Ratten erreicht die Wucherung dieses vikariierenden Gewebes 
ihren Héhepunkt nach 10 bis 15 Wochen. Daher kénnen die Veranderungen, 
die in den Stoffwechselprozessen in den ersten Tagen nach der Milzent- 
fernung auftreten, nicht als endgiiltig betrachtet werden. Sie werden sich 
in dem MaBe veriindern, wie das Fehlen der Milz die anderen Organe, die 
diese oder jene Rolle im StoffwechselprozeB spielen, beeinflussen wird, 
in dem MaBe, wie die vikariierenden Organe und Gewebe die Rolle der Milz 
auf sich nehmen werden. 

Unsere Versuche zeigen aber, daB das Fehlen der Milz hinsichtlich 
ihres Einflusses auf den Eiweibstoffwechsel durch andere Organe nicht 
vollstandig kompensiert werden kann, denn auch nach 10 bis 12 Wochen 
bleibt der Stickstoff-, besonders der Kreatininstoffwechsel gestért, 
was sich in vollem Einklang mit den Resultaten von Marino befindet. 
Er fand, daB die nach der Splenektomie auftretenden Veranderungen 
des Blutgehaltes an stickstoffhaltigen Substanzen mit der Zeit sich 
wieder ausgleichen, allerdings nicht in vollstindiger Weise: erhdht 
bleibt der Gehalt an Reststickstoff, wobei weder der Harnstoff, noch 
die Aminosauren, noch das Ammoniak an dieser Erhéhung teilnehmen. 
Die oben beschriebenen Versuche gestatten die Annahme, daB diese 
Erhéhung, wenn auch nur teilweise durch das Kreatinin bedingt ist. 
Die Aufklarung dieser Frage und derjenigen des Einflusses der Splen- 
ektomie auf die anderen Stickstoffwechselkomponenten, sowie die 
Klarstellung des Mechanismus der beschriebenen Erscheinungen, miissen 
weiteren Untersuchungen vorbehalten bleiben, die gegenwirtig in 
unserem Laboratorium ausgefiihrt werden. 


Zusammenfassung. 

1. Die Milzentfernung bei Kaninchen ruft eine Stérung des Stick- 
stoffwechsels hervor, was in der Gesamtstickstoff- und Kreatininaus- 
scheidung zum Ausdruck kommt. 

2. Nach der Splenektomie ist die Gesamtstickstoffausscheidung 
herabgesetzt. 

3. Die Milzentfernung ruft sowohl eine absolute als auch (im 
Verhaltnis zum Gesamtstickstoff) relative Zunahme der Kreatinin- 
ausscheidung hervor ; in Ubereinstimmung hiermit ist auch der Kreatinin- 
koeffizient erhéht. 

4. Die angegebenen Veranderungen im Stickstoffwechsel treten 
nicht gleich nach der Splenektomie auf, sondern entwickeln sich all- 
mahlich und kénnen nur dann festgestellt werden, wenn die Tiere 
mindestens 11. bis 2 Monate nach der Operation im Versuche bleiben. 
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Uber den Einflu6 der kiinstlichen vendsen Stauung 
auf Gewicht, Dichte und Volumen der roten Blutkérperchen. 


Von 
Lorenzo Pezzotti. 


(Aus dem stiidtischen Spital zu Vicenza.) 


(Eingegangen am 9, Juni 1925.) 


Bis vor wenigen Jahren war die Ansicht verbreitet, daB der 
Chemismus der Erythrocyten wenig rege sei, und das schien durch die 
Tatsache bewiesen, dab die roten Blutkérperchen unter den weichen 
Geweben den geringsten Gehalt an Wasser aufweisen. 

In der Tat geht aus Bunges und Bottazzis Messungen hervor, dab, 
wahrend das Nervengewebe 78 Proz., das Muskelgewebe 75 Proz. Wasser 
enthalt, die roten Blutkérperchen nur 63,3 Proz. Wasser enthalten. Damit 
stimmen die neueren Untersuchungen von M. Richter, welcher beinahe 
denselben Wert, namlich 66 Proz., fand. 

Aber man muB8 hinzufiigen, daB man unter den Aufgaben der Erythro- 
cyten fast nur die des Hamoglobins untersucht hatte, welches, infolge seiner 
groBen Affinitaét zum Sauerstoff, ohne daB groBe metabolische Vorgiinge 
nétig waren, unter dem Einflu8 des Druckes dieses Gases, sich in Oxy- 
hamoglobin verwandelt und sich dann wieder zuriick zu Himoglobin 
reduziert. 

Dagegen haben die neuesten Kenntnisse iiber die physikalische Chemie 
der Kolloide im allgemeinen und iiber die kolloide Natur des Blutplasmas 
und die emulsionelle kolloide Natur der Blutkérperchen im besonderen uns 
zu der Uberzeugung gebracht, daB die roten Blutkérperchen nicht allein 
Sauerstofftrager sind, sondern auch wichtige physikalisch-chemische Ver- 
anderungen infolge mannigfacher Ursachen erleiden kénnen. 

Obwohl man noch wenig iiber die Vorginge und Wirkungen dieser 
Veranderungen kennt, geniigt, innen eine groBe Bedeutung zu verleihen, die 
nunmehr begriindete Annahme, da8 nicht allein das Blutplasma, sondern 
auch die Blutkérperchen aktiv in jene duBerst verwickelten Vorgiange 
eingreifen, welche in physiologischen und pathologischen Umstiinden die 
Beziehungen zwischen Blut und Gewebsfliissigkeiten regeln. 
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Daher ist die noch unentschiedene Frage iiber die physikalisch-chemischen 
Veranderungen der roten Blutkérperchen unter dem Einflusse der Venositit 
des Blutes und der Stauung von Bedeutung. Ausschlaggebend in dieser 
Beziehung sind die Untersuchungen von Hamburger. 

Von den spiiteren nenne ich nur die von G. Aiello (1), weil sie in engerer 
Beziehung zu meinen Untersuchungen stehen. Dieser Autor faBt die bis- 
herigen Kenntnisse iiber den EinfluB der venésen Stauung auf die physi- 
kalisch-chemische Beschaffenheit der roten Blutkérperchen zusammen 
und stellt seine eigenen im Laboratorium des Prof. W. Falta durch- 
gefiihrten Untersuchungen dar. Fiir Einzelheiten verweise ich auf die 
Originalarbeit. 

Hier erinnere ich nur, daB Aiello das venédse Blut ohne Stauung und 
nach einer kurzen Stauung untersuchte. Die Stauung wurde 4 Minuten lang 
durch ma&Biges Anziehen eines Gummigurtes erreicht: Bei diesen Unter- 
suchungen fand er unter anderem, daB durch die Stauung das Volumen der 
roten Blutkérperchen etwas zunimmt, der Wassergehalt des Serums 
gewohniich leicht abnimmt oder unverindert bleibt, twahrend der 
Wassergehalt der roten Blutkérperchen in den meisten Fallen betrichtlich 
abnimmt. 

Aiello hat den Wassergehalt des Blutes (Gesamtblut, Serum und Blut- 
kérperchen) aus der Gewichtsdifferenz des Trockenriickstandes berechnet 
und hat das Volumen der Erythrocyten nachher durch die von Hamburger 
und Ege verbesserte Methode des Himatokriten bestimmt. Bei dieser 
Gelegenheit bemerke ich, daB die Zunahme des prozentischen (himato 
kritischen) Volumens der roten Blutkérperchen nach Stauung fiir sich 
allein nicht eine Volumenzunahme der einzelnen Erythrocyten bedeutet, 
da ja durch die Stauung die Zah! der Erythrocyten pro Volumeneinheit 
Blut zunimmt. 

Einen genauen Wert kann man nur aus dem Vergleich zwischen 
Volumen und Zahl der roten Blutkérperchen erhalten, woriiber ich bei 
Aiello keine Angabe finde. 

Auch auf Grund dieser Betrachtungen habe ich einen Beitrag zur 
Klarung dieser Fragen bringen wollen, indem ich eine Methode anwandte, 
die mit geniigender Genauigkeit Volumen, Gewicht und Dichte jedes 
einzelnen Erythrocyten zu bestimmen erlaubt. Es sei hier ein fiir 
allemal bemerkt, daB, wenn ich von Volumen, Gewicht und Dichte 
eines einzelnen roten Blutkérperchens spreche, ich mich natiirlich auf 


Mittelwerte beziehe. 


Ich arbeitete nach der von E. Meneghetti (2) 1922 vorgeschlagenen 
Methode, wozu nur folgende drei einfachen Instrumente nétig sind: 


Ein Hamatokrit, ein Pyknometer und ein Blutkérperchenzihler. 
Mit dem Hamatokriten bestimmt man das relative Volumen der im Blut 
enthaltenen Erythrocyten; mit dem Pyknometer bestimmt man das Ge- 
wicht eines bestimmten Volumens des (defibrinierten) Blutes und des gleichen 
Volumens Serum; mit dem Blutkérperchenzahler bestimmt man die Zah!| 
der Blutkérperchen pro Kubikmillimeter desselben Blutes; dann kann man 
mit einer einfachen Rechnung die Zah] der im betreffenden pyknometrischen 
Volumen enthaltenen Blutkérperchen berechnen. 


g* 
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Aus diesen Werten erhalt man Gewicht und Dichte eines einzelnen roten 
Blutkérperchens aus folgenden zwei Formel!n: 


V(P— P’)+rP’ 


Pp aV (1) 
ViP—P')+veP . 
a = (Zz) 
wobei 
Pp cesuchtes Gewicht, 
d cesuchte Dichte, 
V untersuchtes Volumen (d.h. Volumen des Pyknometers), 
P Gewicht des defibrinierten Blutvolumens V, 
Pr Gewicht des Serumvolumens JV, 
7 Zahl der im Volumen V enthaltenen roten Blutkérperchen, 
v Volumen (im Hamatokriten gemessen) der im Volumen V ent- 


haltenen roten Blutkérperchen. 
Diese sind die von Meneghetti vorgeschlagenen Originalformeln. 
Ich habe aber gefunden, daB sie vereinfacht werden kénnen (3). Wenn 
man mit e den hamatokritischen Wert bezeichnet (d.h. das von der 
Skala des Hamatokriten angegebene prozentische Volumen der roten 
Blutkérperchen), so ergibt sich offenbar 
¢ V 
lO 


Wenn man nun diesen Ausdruck fiir v der Forme! (1) einsetzt. so erhalt 
man 


eV 
V(P — P’) 
1) 
p ni 
und abkiirzend 
Dae Fn 
100 
p _ 
” 


Ebenso wird man die Formel (2) durch folgende ersetzen kénnen 


p_p 

q 100 
2 
loo 


Das Volumen der einzelnen Erythrocyten kann man nach folgenden 
Methoden berechnen: 


1. Durch Division des prozentischen (hamatokritischen) Volumens 
durch die Zahl der in einem Kubikmillimeter enthaltenen roten Blut- 
kérperchen. 
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Es ist offensichtlich, dab, da der vom Hamatokriten angegebene 
Wert ein prozentischer ist, er auf jede beliebige Volumeneinheit bezogen 
werden kann, also auch auf 1 cmm, worauf sich die Zahlung der roten 
Blutkérperchen bezieht. 

Man erhalt so das absolute Volumen eines Erythrocyten, aus- 
gedriickt in Bruchteilen eines Kubikmillimeters. 

2. Durch Division der Zahl der im Kubikmillimeter enthaltenen 
roten Blutkérperchen durch das prozentische Volumen. 

Man erhalt so das, was ich globulimetrischer Index oder Quotient 
des Hadmatokriten zu nennen vorgeschlagen habe, welcher eben der Zahl 
der pro Skalenstrich des Hamatokriten enthaltenen roten Blutkérperchen 
entspricht. Es ist klar, daB je kleiner das Volumen der Erythrocyten 
ist. um so gréBer der globulimetrische Quotient ist, und umgekehrt. 

3. Durch Berechnung des volumetrischen Index des Erythrocyten 
oder volumetrischen Quotienten, wie ihn Sahli, entsprechend dem hamo- 
globinischen Quotienten, benennt. Man erhalt ihn durch Division 
des prozentischen Volumens der Erythrocyten durch ihre Zahl pro 
Kubikmillimeter. Man macht also die umgekehrte Division als friiher, 
mit dem Unterschied, daB Volumen und Zahl in Prozenten der Norm 
ausgedriickt werden oder mit zwei Briichen. Im ersten Bruch bedeutet 
der Zahler das haimatokritische Volumen des untersuchten Blutes, 
und der Nenner das als normal angesehene hamatokritische Volumen. 

Im zweiten Bruch bedeutet der Zahler die gefundene Erythrocyten- 
zahl pro Kubikmillimeter des untersuchten Blutes, und der Nenner 
che als normal angesehene Erythrocytenzahl, d. h. fiir Manner 5000000, 
fiir Frauen 4500000. 

Der volumetrische Quotient entspricht, wie oben bemerkt, dem hamo- 
globinischen Quotienten und ist wie dieser in normalen Fallen gleich | 

Er ist um so gréBer als 1, je gréBer das Volumen der roten Blut- 
kérperchen ist, und umgekehrt. 

In einer friiheren Arbeit iiber die klinischen Anwendungsgebiete 
des Himatokriten (4) habe ich bewiesen, dab die Werte des volumetri- 
schen Quotienten nicht immer genau sind, da dieser Quotient das 
Verhiltnis zweier Briiche darstellt, in denen die Zahler sich verandern 
kénnen, ohne daB die Anderungen proportional sein miissen, da ja die 
Nenner unverinderlich und theoretisch ..a priori bestimmt sind. 
Deshalb habe ich in den Versuchen, die den Stoff dieser Arbeit bilden, 
das Volumen der Erythrocyten im absoluten Wert oder mit dem 
globulimetrischen Quotienten des Hamatokriten ausgedriickt. 


Die Untersuchungstechnik war folgende: 


Ich habe allein mit menschlichem Blute gearbeitet, und zwar mit 
venésem Blute von 20 bis 35jahrigen Frauen, bei denen man nach dem 
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klinischen Befund und aus den Blutuntersuchungen annehmen konnte, 
daB Blut und Kreislauf normal waren. 

Das Blut wurde immer niichtern entnommen, nie wihrend oder kurz 
vor oder nach den Menses. Ich zog das Blut aus einer Vene der Ellenbeuge 
ohne Stauung, indem ich den Gurt kurz vor dem Einstich anzog und ihn 
dann sofort wegnahm und eine Zeitlang wartete, bis ich das Blut in die 
Spritze einsog. Am nichsten Tage dagegen entnahm ich das Blut nach einer 
Stauung von 14 Stunde. Der Gurt war nie so fest angezogen, daB der 
Radialispuls merklich veraindert worden wire. 

Ich habe schon in meinen friiheren Arbeiten die technischen Details 
dargestellt. Ich wiederhole sie aber kurz hier, da es sich um Untersuchungen 
handelt, die nicht schwer sind, aber ein genaues Arbeiten erfordern, um 
zuverlissig zu sein. Zur Defibrinierung wird das Blut in ein mit geschliffenem 
Stépsel versehenes GlasgefaB gebracht, das einen etwas gréBeren Inhalt 
hat, als das Volumen des Blutes selbst betrigt. Der Unterschied wird dann 
dureh Glaskugeln ausgeglichen. Das Serum erhielt ich durch Zentrifugieren 
des defibrinierten Blutes oder indem ich Blut in einer Petrischale bei (kiihler) 
Zimmertemperatur gerinnen lieB. Ich fand, daB die eine oder die andere 
Methode ein gleich brauchbares Serum liefern. Das ganze Material war im 
Autoklaven keimfrei gemacht worden. 

Das defibrinierte Blut wurde nicht ftiltriert, wie einige Forscher es 
raten, um kleine Fibrinteilchen zu entfernen, da mir diese Vorsicht praktisch 
iiberfliissig erschien. 

Die Blutkérperchen wurden nach Defibrinierung und nach Verdiinnung 
von 0,50 auf 100 mit 0,90 proz. Kochsalzlésung in der Biirkerschen Zahl- 
kammer gezihlt. Fiir jede Blutprobe zihlte ich 25mal eine Gruppe von 
16 kleinen Quadraten und wechselte den Tropfen so oft als méglich. 

Ich will auch hinzufiigen, daB ich jedesmal mit einer kleinen Wasser- 
wage untersuchte, ob das Mikroskoptischchen auch genau wagerecht sei, 
da ich iiberzeugt bin, daB mit dieser Vorsicht, die iibertrieben erscheinen 
kénnte, nicht geringe Zaihlfehler vermieden werden kénnen. 

Zur Bestimmung des prozentischen Volumens verwandte ich den 
Dalandschen Himatokriten mit auf Hunderste] graduierten Réhrchen. 

Ich priifte die Skala dieser Réhrehen nach, indem ich dasselbe Blut in 
verschiedenen Réhrchen zentrifugierte und jene ausschied, welche Unter- 
schiede von + 2 Strichen oder mehr aufwiesen im Vergleich mit dem ein- 
stimmig von drei bis vier anderen Réhrchen gezeigten Werten. 

Wenn man eine gute elektrische Zentrifuge besitzt, so ist es nicht 
notwendig, so lange zu zentrifugieren, wie einige Forscher vorschreiben. 

Durchschnittlich 4% Stunde ist geniigend. Die Wagungen wurden 
sofort nach Defibrinierung bzw. nach Bildung des Serum vorgenommen. 
Die Wage war auf !/;,mg empfindlich. Die Temperatur des Serums und 
des Blutes war immer genau 15°C, 


Die Ergebnisse sind in den folgenden Tabellen dargestellt. 

Tabelle I entspricht den auf das Blut ohne Stauung ausgefiihrten 
Bestimmungen. 

Tabelle Il nach Stauung. 

Die Gewichte P und P’ sind in Grammen ausgedriickt. 

Das Gewicht p ist in 10 bis 12 g ausgedriickt (Gramm zur zwélften 


negativen Potenz). 
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Vol = durchschnittliches Volumen eines Erythrocyten, ausgedriickt 
in 10 bis 10emm (Kubikmillimeter zur zehnten negativen Potenz). 

Q. glob. = globulimetrischer Quotient des Himatokriten (s. oben). 

e, n und d haben die gleiche Bedeutung wie in den oben genannten 
Formeln. 

Das von mir in allen Versuchen gebrauchte Pyknometer fabte 
1,606 cmm. Daher entspricht das V der oben genannten Formeln eben 











1,606. 
Tabelle I. 
—_ P Pr ‘ n p d Vol Q. glob. 
l 17003 1.6542 47 4750000 107,96 1,091 989 101.063 
2 1.6971 1.6655 50 4744000 113.44 1.076 1053 94.880 
3 1.6933 1,650 40 4 625 000 94.68 1,094 864 115,625 
4 16898 16405 38 4 350 000 96.28 1,102 873 114473 
5 17112 1,6551 47 5150000 10083 1.104 912 109,574 
6 16903 16425 39 4572 75 93.75 1,099 852 | 117,250 
7 16952 16488 42 4307000 10682 1,095 975 102.550 
8 1.6991 16491 44 4390000 110.00 1,097 1002 99.772 
9 1.7002 1.6480 46 4735000 10681 1,099 971 102.934 
10 1.6995 16542 455 5000000 99,37 1,092 910 109.890 
Tabelle II. 
her * ya P p’ € n p d Vol . glob. 
l 1.7033 1.6545 50 5105000 108,07 1,103 979 102,100 
2 1.6994 16051 53.9 5121500 113.28 1,090 1052 95,018 
3 16949 16515 46 5 101 000 98,03 1,088 901 110.891 
4 1.6939 16421 445 4810000 10130 1,094 925 108,089 
5 1.7130 16557 48 5230000 101.44 1,105 917 109,166 
6 1,7128 1.6491 485 5315000 101,04 1,108 912 109.587 
7 1.7010 16495 45 4657200 106,10 1.098 966 103,493 
8 1.7022 16505 48 4650000 113,00 1,094 1032 96,875 
9 1.7073 1.6492 54 5215000) 113.26 1,098 1035 96,574 
10 1.7043 16572 48 5 285 000 99,26 1,092 908 110,104 


Aus dem Vergleich dieser zwei Tabellen ergibt sich, daB durch die Stauwung 
Unterschiede im Gewicht, Volumen und Dichte der roten Blutkérperchen 
auftreten. Tabelle IIT stellt eben diese Unterschiede dar: 


Tabelle 111. 





Versuchszahl p d Vol Q. glob 
l + 0,11 + 0,012 — 10 +. 1037 
2 — 0.39 + 0.014 — | + 138 
3 + 3.35 — 0,006 ee —— 4734 © 
4 + 5,02 — 0,008 -+- 52 — 6384 
5 + 0.61 + 0,001 + § — 408 
6 + 7,29 + 0,009 + 60 — 7663 
7 — 0,72 + 0,003 — 9 + 943 
8 + 3,00 — 0,005 + 30 — 2897 
9 + 645 — 0,006 + 4 — 6360 

10 — 0,09 — — 2 + 214 
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Zusammenjassend ergibt sich aus Tabelle III, daB die Anderungen 
des Gewichtes, des Volumens und der Dichte der roten Blutkérperchen 
infolge der kiinstlichen venésen Stauung betrachtlich sind, aber nicht 
immer im gleichen Sinne sich abspielen, d. h. manchmal nehmen die 
Werte zu, waihrend sie andere Male wieder abnehmen. 

Die Aufnahme von Wasser (Quellung) von seiten der Erythrocyten 
kann man in meinen Versuchen aus der gleichzeitigen Zunahme des 
Volumens und Abnahme der Dichte entnehmen. Dieses Zusammen- 
treffen ergab sich aber nur in vier Versuchen. Nicht einmal die Zunahme 
des Volumens ist konstant, obwohl sie in sieben Versuchen zutrifft 
und viel héhere Werte erreicht als die relativen Werte der Abnahme 
des Volumens, welche in drei anderen Versuchen vorkommt. Ich 
stimme daher der Meinung Aiellos bei, welcher auf Grund anderer 
Uberlegungen behauptet, man diirfe nicht ohne weiteres die Ergebnisse 
der Arbeiten von Hamburger. Limbeck, Griiber und anderen, welche 
versuchsweise die CO,-Spannung im Blute erhéhten, auf die Verhaltnisse 
der venésen Stauung in vivo tibertragen. 

Man kann auch denken, dab die physikalisch-chemischen Ver- 
anderungen der Erythrocyten infolge natiirlicher Stauung nicht genau 
den von mir im Versuche beobachteten Veranderungen nach kiinstlicher, 
in einem kleinen Venenbezirke rasch erzeugten und nur 15 Minuten 
lang erhaltenen Stauung entsprechen. 

Diese Verhaltnisse geniigen wahrscheinlich nicht, das hervorzu- 
bringen, was unter natiirlichen Umstanden geschieht, welche sich 
allmahlich entwickeln, lange dauern, den ganzen Korper betreffen 
und daher verwickelte Anpassungs- und Regulierungsvorgiinge aus- 
lésen kénnen. 

Mir geniigt, auf eine so heikle Frage aufmerksam gemacht zu 
haben und eine sehr einfache Arbeitstechnik angegeben zu haben, 
welche vielleicht irgendeine niitzliche Anwendung finden kann. 


Literatur, 


1) G. Aiello, Influsso della stasi venosa sullo stato chimico-fisico dei 
globuli sanguigni (siehe auch vom selben Autor: ,,Uber den EinfluB der 
venésen Stauung auf den Quellungszustand der Blutkérperchen, diese 
Zeitschr. 124, 100). — 2) EB. Meneghetti, Densit& e peso dei globuli rossi. 
I. Metodo sperimentale per Ja determinazione di questi dati (Atti e Mem. 
della R. Accademia di Scienze, Lettere ed Arti in Padova 38, 1922). 

3) L. @ezzotti, Peso e densita dei globuli rossi del sangue venoso normale 


della donna (Giornale di Clinica Medica 2, 1924). — 4) Derselbe, Appli- 
cazioni cliniche dell’ematocrito (Il Policlinico Sez. Medica 1924). — Literatur 


iiber diesen Stoff siehe in den genannten Arbeiten. 














Uber die chemische Zusammensetzung des Insulins. 


Von 
Erhard Glaser und Georg Halpern. 


(Aus dem chemischen Laboratorium des pharmakognostischen Universitits- 
instituts in Wien.) 


(Eingegangen am 10. Juni 1925.) 


Gelegentlich der Besprechung der chemischen Beschaffenheit des 
Insulins (1) wurde von dem einen von uns der Meinung Ausdruck ge- 
geben, daB man beim Insulin, dem ja fermentative Eigenschaften zu- 
kommen, ahnlichen Verhiltnissen gegeniibersteht, wie sie Will- 
stdtter (2) bei seinen Reinigungsverfahren mit Enzymen angetroffen 
hat. Woillstdtter will diese mit den Toxinen zu einer groben Klasse von 
Stoffen vereinigt wissen, mit deren Ausdehnung und Abstufung sich 
nur die Eiwei®stoffe vergleichen lassen, und sieht das Eigentiimliche 
dieser Klasse in der Entwicklung und Spezifizierung der Partial- 
affinitat. Darauf fiihrt er ihre Wirkung zuriick und darauf griindet er 
seine Methode der Isolierung. Im wesentlichen handelt es sich wohl 
dabei um ein Abbauprodukt des Eiweibes. Dementsprechend geben 
auch die reinen Praparate des Insulins keine EiweiBreaktionen bzw. 
keine Biuret- und Glyoxylsaurereaktion. Von verschiedenen Autoren 
wurde daher der Meinung Ausdruck gegeben, dai das aktive Prinzip 
mdéglicherweise nur an die EiweiBkérper adsorbiert ist. Da aber 
immer die Millonsche und auch wohl die Paulysche Reaktion positiv 
waren, so war anzunehmen, daB Eiweifspaltprodukte vielleicht poly- 
peptidartig gebunden im Insulin vorliegen. Der Struktur diirfte man 
daher vielleicht auf diese Weise naher kommen, wenn man zunichst 
das Studium auf die Erforschung der Endspaltprodukte des Insulins 
erstrecken wiirde. 

Nach Erlangung der Kenntnis, aus welchen Bausteinen die im 
Handel vorkommenden Praparate zusammengesetzt sind, werden sich 
Anhaltspunkte gewinnen lassen, welche von diesen als wichtig anzu- 
sehen sind, schlieBlich wird man, wenn geniigende Untersuchungen 
vorliegen, erwigen kénnen, ob dieselben fiir eine synthetische Dar- 
stellung in Frage kommen. 


Beobachtungen itiber die Bedeutung gewisser EiweiSspaltprodukte 
bzw. Aminosiuren fiir bestimmte Funktionen liegen bereits vor. Sure, 
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Barnett (3) fanden, daB fiir das Wachstum Prolin notwendig ist, aber auch 
Tryptophan (4). Mitchell (5) hat nachgewiesen, daB ein Futter, welches 
geniigend Cystin enthalt, geeignet ist, gutes Wachstum hervorzurufen; er 
konstatierte aber auch, daB wihrend der Wachstumsperiode Cystin durch 
Taurin ersetzt werden kann. Es scheint also in diesem Falle, daB es weniger 
auf den Cystingehalt als auf den Schwefelgehalt ankommt. Seuffert (6) 
hat gezeigt, daB verfiitterte Aminosiuren eine eiweiBsparende Wirkung 
austiben. Jakoby (7) konnte nachweisen, daB die Organismen zur Bereitung 
von Fermenten Aminosiuren wie Asparagin und insbesondere Leucin not- 
wendig haben und daB Monosaccharide von bestimmter sterischer Kon- 
figuration, insbesondere Glucose und deren Abbauprodukte wie Brenz- 
traubensiiure u. a., die Fermentbildung férdern. Es wire daher dies immerhin 
ein Weg, um dem Organismus entsprechende Baustoffe zuzufiihren. 

Was den genaueren chemischen Aufbau anlangt, so halt Dale (8) das 
Insulin fiir ein héchst komplexes EiweiBderivat, withrend Collip (9) dem 
entgegengesetzt der Vermutung Ausdruck gibt, daB es sich beim Insulin 
um eine Guanidinoverbindung handeln kinne. Ganassini (10) fand im selbst 
hergestellten Insulin ziemlich groBe Mengen von Phosphor, und nach Ver- 
seifung mit 20proz. KOH gab die stark angesiiuerte Lésung nach Zusatz 
von Jodjodkalium die Florencesche Reaktion auf Cholin, wihrend der 
Riickstand freie Phosphorsiure enthielt, woraus Verfasser schlieBt, daB im 
Insulin ein dem Jecorin nahestehendes Phosphatid enthalten ist. Schon 
friiher hat Petschacher (11) die Chemie des Pankreas zu durchforschen 
versucht und vermochte eine Substanz von der Zusammensetzung 
Cy, Hy, N,O, zu isolieren, welche kristallisierte und weder Millonsche noch 
die Xanthoprotein-, noch die Dankiewiczsche und Mérnersche Reaktion 
gab, jedoch blutzuckererniedrigend wirkte. Auch konnte er 1-Leucin 
aus dem Pankreas isolieren, 

Vorerst wurde, um festzustellen, ob die im Insulin vorhandenen 
Aminosiuren frei oder polypeptidartig gebunden sind, der Aminostick- 
stoff vor und nach der Hydrolyse nach der Formoltitrationsmethode 
nach Sdrensen bestimmt. Zu diesem Zwecke wurde zweimal zu 0,05 ¢ 
eines stark wirksamen, schén weiBen Insulinpraparats [Phiag')] ein- 
gewogen. In der ersten Probe wurde direkt der Gesamtaminostickstoff 
mit Formol bestimmt, dagegen die zweite vorerst mit 20 Proz. HC! 
hydrolysiert und nachher ebenfalls der Formoltitration unterworfen. 
Da nun das Insulin vor der Hydrolyse nur 0,25 cem n/5 NaOH gleich 
0,7 mg Aminostickstoff enthalten hat, dagegen nach der Hydrolyse fiir 
die gleiche Insulinmenge 2,87 ccm n/5 NaOH entsprechend 8,036 mg 
Aminostickstoff verbraucht wurde, ist der Beweis geliefert, dab fast 
der ganze Aminostickstoff in polypeptidartiger Bindung im Insulin 
vorhanden ist. 

Zur niheren Untersuchung auf Aminosauren stand uns ein nicht 
besonders wirksames Insulin zur Verfiigung, das in folgender Weise 
nach dem Verfahren von van Slyke (12) analysiert wurde. 


1) Das Insulin wurde bereitwilligst von den Firmen Phiag und 
Chemosan beigestellt, wofiir diesen Firmen auch hier bestens gedankt wird. 
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Das Insulin wurde der Dialyse unterworfen, um es von den an- 
organischen Bestandteilen, hauptsachlich von Ammonsalzen zu_be- 
freien; nach der Dialyse wurde es im Vakuum bei Zimmertemperatur 
zur Trockne eingedampft und stellte nun im trockenen Zustande ein 
lichtbraun gefirbtes Pulver, welches frei von anorganischen Bestand- 
teilen war, dar. Von diesem Pulver wurden 3g eingewogen und in einem 
Erlenmeyerkélbchen mit 60 cem 20proz. HCl versetzt, wobei es sich 
klar aufléste. Hierauf wurde es einer zehnstiindigen Hydrolyse durch 
Kochen unter RiickfluBkiihlung unterworfen. Nachher wurden zur 
Bestimmung des Gesamtaminostickstoffs nach van Slyke Proben ent- 
nommen und wieder durch 7 Stunden hydrolysiert. Dieser Vorgang 
wurde bis zur Konstanz des Aminostickstoffgehalts wiederholt, wozu 
eine 31 stiindige Hydrolysezeit notwendig war. Fiir jede Bestimmung 
wurden 2 ccm verwendet, und als Endwert wurde bei 25° C und 748 mm 
Barometerstand 20,7 cem gefunden. Fiir diese Bestimmungen wurden 
zusammen 8!,cem entnommen. Die tibriggebliebene Hydrolyse- 
fliissigkeit wurde im Vakuum bis zur Sirupkonsistenz eingedampft, 
mit Wasser aufgenommen und auf 150 ccm aufgefiillt, welche 2,575 g 
Substanz enthielten. Mit diesen wurde der Gang nach van Slyke fort- 
gesetzt und dabei die in nachstehender Tabelle enthaltenen Werte 
gefunden, wobei in der Regel zwei Bestimmungen gemacht und das 
Mitte] daraus gezogen wurde. Zur Bestimmung des Gesamtstickstoffs 
wurden dreimal 10 ccm entsprechend 0,515 g Substanz verbraucht, 
weshalb fiir die iibrige Analyse noch 2,060 g Substanz iibrigblieben. 





Verbrauchte 


Verwendete Menge 
Untersuchungss nn 10 11880, N nach N 
substanz bei den Kjeldahl ran Slyke im Insulin 
bestimmungen 
ny com ecm Proz 
Gesamtamino-N ... . 0.1 a 20,7 11.3 
(25°, 748 mm) 
Geeemhel . «ais is 0.1416 17.4 — 14.2 
Gesamtammoniak-N ., . 2.060 13.9 —_ Os 
ea rae 2.060 5 2 — 09 
EE <6 Se oe hc oe 1,030 65 — 1.7 
Gesamt-N der Basen. . 1,030 18.8 —- 26 
SS. eae nicht vorhanden — 
Amino-N der Basen . . 0412 —- 8.8 = 
(22°, 740 mm) 
Histidin-N. . .... .  berechnet aus %/, (Nicht-Amino-N 
der Basen 3/, Arginin-N). . O04 
Lysin-N ....... .  berechnet aus Total-N — (Arginin-N 
+ Cystin-N + Histidin-N) .. . 05 | 
Gesamt-N im Filtrate 
SO re 0.343 24.4 — 10,0 
Amino-N im _ Filtrate 
ae as s « a 0,141 —- 20,0 73 


(22°, 746 mm) 
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Daraus ergeben sich fiir die nach van Slyke bestimmbaren Amino- 
sauren nachfolgende Prozentzahlen: 





In Proz. N In Proz.N 
bezogen auf das Insulin bezogen auf Gesamt.N 


Ammoniak-N .... Os 5,63 
CI 4 5 4 8 09 6.4 
CORI «+ + 6 wes 00 00 
OS ee ee 1,7 11.9 
eS. O04 2.3 
SS! rere re O05 3,5 
Amino-N im Filtrate 

der Basen . . 78 54,23 


Nichtamino-N im Fil- 


trate der Basen 2.2 155 


Gesamt-N (Summe) . 14.3 99.5 
(Gefunden 14.2) 


Da, wie bereits erwahnt, das Leucin zur Bildung der Fermente 
im Organismus als nétig sich erwies, so wurde auch nachgesehen, ob 
dieses im Insulin vorhanden ist. Es wurden 2¢ Insulin in 15 ccm 
konzentrierter Salzsiure im Olbade unter RiickfluBkiihlung 6 Stunden 
gekocht und sodann viermal im Vakuum bei etwa 40° unter erneutem 
Wasserzusatz eingedampft, sodann mit Wasser aufgenommen und vom 
schwarzbraunen Niederschlag abgegossen. Mit NaOH schwach alkalisch 
gemacht und etwas eingeengt, schied die Fliissigkeit keinen kristallini- 
schen Niederschlag ab, was auf Abwesenheit von Tyrosin hindeutet. 
Daraufhin zu untersuchen, schien deshalb von Interesse, da ja von 
Glaser und Wittner (13) im Insulin das Vorhandensein von Oxydations- 
fermenten festgestellt wurde und fiir dieselben das Tyrosin einen 
Angriffspunkt hatte abgeben kénnen. Erst beim starken Eindampfen 
auf wenige Kubikmillimeter setzte sich ein reichlicher kristallinischer 
Niederschlag ab, in dem man mikroskopisch auBer Kochsalzkristallen 
typische Leucinkugeln nachweisen konnte. Zur weiteren Verarbeitung 
und Reinigung des Leucins konnte leider nicht geschritten werden, 
da die Menge desselben viel zu gering war. 

Mit Riicksicht auf die von Ganassini (10) gemachte Beobachtung, 
daB in seinem, von ihm hergestellten Insulin sich Cholin vorfindet, 
wurde an einem weitgehend iiber das Pikrinsalz gereinigten Insulin 
(Phiag) auf Cholin nachgesehen, indem das Insulin einer Hydrolyse 
mit 20proz. NaOH unterworfen wurde, nachher mit HNO, sauer ge- 
macht und mit Jod-Jodkalium auf Florencesche Kristalle gepriift. 
Der Versuch fiel negativ aus; auch konnte Phosphorsiéure nicht nach- 
gewiesen werden. 

Wenn wir das Ergebnis der Untersuchung zu analysieren versuchen, 
so kénnen wir aus dem Vorhandensein von Lysin, Arginin und Histidin, 
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welche zusammen in vielen tierischen EiweiBkérpern vorkommen und 
sich iiberall, auch da vorfinden, wo unter Einwirkung hydrolytischer 
Krafte OrganeiweiB einer gesteigerten Autolyse unterliegt, schlieBen, 
daB wir auch im Insulin ein EiweiBabbauprodukt vor uns haben. 


Tatsachlich haben auch Kutscher und Lohmann (14) diese Kérper im 
autolysierten Pankreas nachgewiesen. Was speziell das Lysin anlangt, so 
ist von Arbeiten, die sich mit den spezifischen Aufgaben des Lysins im 
Haushalt der Tiere befassen, wie von Osborne, Lafayette, Mendel und 
Wakemann (15) sowie Abderhalden (16) bekannt, daB es als eine lebens- 
wichtige Aminosiiure anzusehen ist, wenn auch die spezifische Funktion 
desselben nicht feststeht. Auch von Arginin steht fest, daB es eine iuBerst 
wichtige Aminoséure ist und bereits von KAutscher (17) im verdaulichen 
FiweiB des Pankreas und im HefeeiweiB [Schroeder (18)] nachgewiesen wurde. 
Bei dem Zusammenhang, der vielfach von neoplastischem Gewebe, wie es 
bei bésartigen Geschwiilsten auftritt, mit der Insulinwirkung gezogen wird, 
ist es nicht uninteressant, daB, wie in diesem auch in jenem nicht unerhebliche 
Mengen Arginin gefunden werden. Was die biologische Bedeutung des 
Arginins im intrazellularen Stoffwechsel anlangt, so soll bei einem Frei- 
werden desselben aus dem EiweiBverband infolge seiner reaktionsfaihigen 
basischen Gruppen die pg-lonenkonzentration sich erheblich verandern. 
Wird in Erwagung gezogen, daB die fermentativen Reaktionen durch die 
letztere wesentlich beeinfluBt werden, ja daB dieselben durch diese direkt 
aktiviert werden sollen, so kann das Vorhandensein von Arginin im Insulin 
auch in dieser Hinsicht bedeutungsvoll sein. Bekanntlich wird ja auch die 
Trypsinverdauung des EiweiBes durch Arginin, wie auch durch freies 
Alkali férdernd beeinfluBt, wenn ein gewisses Optimum der Konzentration 
nicht iiberschritten wird [Lawrow (19)]. Hinzu kommt noch, daB in der 
Leber verschiedener Tiere ein fiir die Argininabspaltung eingestelltes 
Ferment [Kossel urd Dakin (20)}, die Arginase, sich befindet und dadurch 
auch im Korper die Méglichkeit besteht, die oben angefiihrte Anderung der 
Py-lonenkonzentration zu bewirken und dadurch im Sinne einer Aktivierung 
die fermentativen Prozesse der Organe zu beeinflussen. Es wird durch den 
Nachweis iiberdies die eingangs erwihnte Vermutung Collips vollends 
bestatigt, daB es sich im Insulin wenn auch nicht um eine Guanidino- 
verbindung allein, so doch um eine polypeptidartige Verbindung derselben 
mit anderer Aminosaéuren handelt. 

Auch beziiglich des Histidins ist uns bekannt, daB es im carcinomatésen 
Gewebe, im Autolysat des Pankreas und der Hefe sowie im MuskelpreBsaft 
vorkommt. Es lassen sich auch hier sicherlich Zusammenhange mit dem 
Zuckerumsatz konstatieren, wenn man erwiagt, daB nach den Untersuchungen 
von Windaus und Knoop (21) der Imidazolkern, und beim Histidin handelt 
es sich um eine Imidazolverbindung, auch im tierischen und pflanzlichen 
Organismus aus Hexosen entstehen diirfte. Diese Forscher vermochten 
aus Hexosen iiber Glycerinaldehyd, Methylglyoxal, Formaldehyd und 
Ammoniak, und so vollzieht sich ja der Zuckerumsatz in der Zelle nach 
Neuberg (22), Methylimidazol zu bilden. Man kann sich daher vorstellen, 
daB diese Jebenswichtige Aminosiure fehlt bzw. geringer wird, wenn der 
Zuckerstoffwechsel gestért ist. Vom Histidin wei8 man, daB die Verkettung 
im Eiwei8molekiil oder zu Polipeptiden mit der freien a-Aminogruppe erfolgt 
und die Imidazolgruppe frei ist. Diese letztere bedingt mit der freien 
o-Aminogruppe des Lysins und der Guanidinogruppe des Arginins die 
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basischen Eigenschaften der Proteine. Bei den untersuchten Insulinen 
war die Paulysche Reaktion positiv, also die Imidazolgruppe als frei 
erwiesen, 

Der Nachweis des Melaninstickstoffs war insofern auffallig, als das 
von einigen Forschern als Muttersubstanz desselben angesehene Tyrosin 
nicht nachweisbar ist. 

Im groBen und ganzen zeigte es sich, daB die nachgewiesenen Amino- 
siuren, die allerdings auch in vielen EiweiBkérpern vorkommen, nicht die 
Hauptmenge der Aminosi&uren im Insulin bilden, da sich diese in jenem 
Anteile vorfindet, die durch Phosphorwolframsiure nicht gefallt, daher 
durch das Verfahren von van Slyke nicht konstatiert werden konnte. Nichts- 
destoweniger kann aber doch auf einige von denselben geschlossen werden, 
auf einige wurde direkt untersucht. Osborne, Leavenworth und Brautlecht (23) 
haben gezeigt, da der Ammoniakstickstoff gewéhnlich gleich ist den 
Dicarbonsiuren, Glutaminsiiure und Asparaginsiure, mit denen er ur- 
spriinglich im EiweiBmolekiil in Form von Siureamidradikalen gebunden 
sein diirfte. Schultze (24) hat iibrigens festgestellt, daB sich Arginin haupt- 
sichlich im Asparagin umwandelt. Cholin war nicht nachweisbar; wohl 
aber Leucin, das Jacoby, wie erwihnt, als Baustein fiir Fermente als un- 
erlaBlich erklart. Uber die Bedeutung des Leucins im Insulin lassen sich auf 
Grund der chemischen Untersuchung keine Vermutungen aufstellen, weil 
das ]-Leucin, wie Petschacher (11) gezeigt hat, blutzuckersteigernd wirkt 
und seiner Ansicht nach sogar die Insulinpriiparate in ihrer Wirkung ab- 
schwichen kann. AuBerdem sol] ja nach Miiller (25) die Zuckerbildung im 
Organismus aus EiweiB durch das Leucin geschehen. Demgegeniiber wiirden 
die Angaben von Jacoby das Vorhandensein von Leucin, das ja ein normaler 
Bestandteil des Pankreas ist, geniigend erklaren. 


Zusammenfassend kann gesagt werden, daB bei der chemischen 
Untersuchung im Insulin neben Melanin von den Aminosiuren Lysin, 
Arginin, Histidin nachgewiesen wurden. Die gréBere Menge der Amino- 
siuren befindet sich jedoch in dem durch Phosphorwolframsaure nicht. 
fallbaren Anteile der Aminosiuren, von denen mit Riicksicht auf die 
geringe Menge des Untersuchungsmaterials nur auf einige untersucht, 
und unter denen Leucin festgestellt, Glutamin und Asparaginsaure 
erschlossen, dagegen Tyrosin und Cholin nicht nachgewiesen werden 
konnten. Dieselben sind offenbar polypeptidartig gebunden, da die 
Millonsche und Paulysche Reaktion positiv, die anderen dagegen, wie 
Biuret, Glyoxyl, Xanthoprotein und andere negativ ausfielen. Die 
polypeptidartige Bindung wurde auch durch die Formoltitration be- 
statigt, die ergab, daB nach dem Kochen mit starker Saiure der Amino- 
stickstoff anstieg. Ein hochmolekularer EiweiBkomplex (Dale) liegt 
sicherlich nicht vor, dagegen wird die Annahme Collips, daB es sich 
um eine Guanidinoverbindung aber noch mit anderen Aminosauren 
(Polypeptid) handelt, bestatigt. Die nachgewiesenen Aminosauren 
gelten als lebenswichtig und kénnen durch ihr Vorhandensein und ihr 
Fehlen, wie aus den in der Literatur vorliegenden Beobachtungen 
hervorgeht, wichtige Funktionen im Haushalte des tierischen und 
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pflanzlichen Organismus beeinflussen. Bemerkenswert ist noch, dab 
die vorerwihnten Aminosiuren, die im Insulin nachgewiesen wurden, 
auch im Pankreas, carcinomatésen Gewebe und im HefepreBsaft vor- 
kommen, von denen ja bekannt ist, daB sie eine glykolytische Wirkung 
austiben. 


Literatur. 


1) E. Glaser, Pharmaz. Monatshefte 1924, H. 1, 8. 2. 2) Willstdtter, 
B. B. 1922, 8. 2601. — 3) Sure, Barnett, Journ. of biol. Chem. 59, 1924. 

4) Dieselben, ebendaselbst 59, 1924. 5) M. L. Mitchell, Australian 
Journ. of exper. biol. a. medical science 1, 5, 1924. — 6) Rudolf W. Seufert, 
Zeitschr. f. Biol. 80, 381, 1924. — 7) Martin Jacoby, diese Zeitschr. 79, 35; 
S80, 357; S1, 332; 88, 74; S4, 358. 8) H. H. Dahle, Lancet 204, 989, 1923. 
— 9) J. B. Collip, Journ. of biol. Chem, 57, 65. 10) D. Ganassini, Bol). 
d. soe. med. chirurg. 36, 105, 1924. 11) L. Petschacher, diese Zeitschr. 
141, 109. — 12) Abderhalden, Biochem. Arbeitsmethoden 5/2, 1011. 
13) BE. Glaser und L. Wittner, diese Zeitschr. 145, 279, 1924. — 14) Kutscher 
und Lohmann, Zeitschr. f. phys. Chem, 89, 313. 15) Osborne, Lajayette, 
Mendel und Wakemann, Journ. of biol. Chem. 17, 325; 25, 1/ 16) Abder- 
halden, Zeitschr. f. physiol. Chem. 96, 1. — 17) Kutscher, ebendaselbst 44, 
381. — 18) Schroeder, Beitr. z. chem. Physiol. u. Pathol. 2, 389. 19) Lawrow, 
Zeitschr. f. physiol. Chem. 28, 302.— 20) Kossel und Dakin, ebendaselbst 
40, 565. — 21) Windaus und Knoop, Berl. Ber. 38, 1166. 22) C. Neuberg, 


Handb. d. Biochem., II. A., 2. Jena 1925. — 23) Osborne, Leawenworth, 
A. Brautlecht, Amer. Journ. of biol. 23, 194. 24) Schultze, Zeitschr. f. 
physiol. Chem. 34, 128. — 25) Miiller nach Hammersten, Lebrb. d. phys. 


Chem, 1904, 8. 251. 








Uber eine neuartige Anwendung 
der Phosphorwolfram- und Phosphormolybdinsiure 
zur Bestimmung der Harnsiiure in Mileh und Blut. 


Von 
G. Reif. 


(Mitteilung aus dem chemischen Laboratorium des Reichsgesundheitsamts, 
Berlin. ) 


(Eingegangen am 15, Juni 1925.) 


Bei einem Versuch, Eiweibstoffe in Lebensmitteln unter Ver- 
wendung von Phosphorwolframsdure nachzuweisen, wurde die Wahr- 
nehmung gemacht, daB neben der Fallungsreaktion in gewissen Lésungen 
auch eine violette Fdrbung auftrat. Die Vermutung, dab die Ursache 
dieser Erscheinung in einer Verunreinigung der verwendeten Wolfram- 
siiure zu suchen sei, lieB sich bald bestatigen. Es konnte gezeigt werden, 
daB durch die Verwendung eines Praparats von ortho-Natriumwolframat, 
dessen Hersteller nicht bekannt war, eine starke Violettfarbung hervor- 
gerufen wurde, wahrend das ,,orthowolframsaure Natrium* von Kahl- 
baum nur eine aiuBerst schwache, dasjenige ,,zur Analyse mit Garantie- 
schein** der namlichen Firma tiberhaupt keine Farbung ergab. 

Um das Auftreten dieser Farbenerscheinung zu ergriinden, wurde 
eine gréBere Reihe von Versuchen unternommen, die schlieBlich zu 
dem Ergebnis fiihrten, daB als die die Farbung verursachende Ver- 
unreinigung des Wolframats die Molybdansiure erkannt wurde. 
Wurden Phosphorwolframsiure und Molybdansaure gleichzeitig an- 
gewendet, so entstand in der betreffenden Lésung sofort eine auBerst 
intensive Violettfirbung. Diese blieb dagegen aus, wenn mit Phosphor- 
molybdansaure allein gearbeitet wurde. Zur Entstehung der Violett- 
firbung ist demnach sowohl Molybddnsdure wie Wolframsdure not- 
wendig; ebenso ist die Gegenwart der Phosphorsdure Bedingung. 

Durch diese Versuche war zwar die qualitative Zusammensetzung 
des Reagens, das die Violettfarbung herbeigefiihrt hatte, geklart, 
dagegen muBte noch erforscht werden, welcher Stoff in dem unter- 
suchten Lebensmittel die Farbenerscheinung ausgelist hatte. Zu 
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diesem Zwecke wurden zunichst mehrere Eiweifstoffe und Alkaloide, 
fiir die die Phosphorwolframsiure als Nachweismittel dient, gepriift, 
spater noch weitere Stoffe, deren Verhalten fiir die in der vorliegenden 
Arbeit ausgefiihrten Versuche von Interesse war. Dabei gab im groBen 
und ganzen nur eine geringe Anzahl der gepriiften Stoffe die Violett- 
firbung, darunter die Gerbsdure. Diese wurde auch als die Ursache der 
violetten Farbung in dem untersuchten Lebensmittel erkannt. Hier- 
iiber wird an anderer Stelle eingehender berichtet werden. 

Unter den folgenden Stoffen ergaben keine Violettfarbung: 

Methylalkohol, Athylalkohol, Formaldehyd, Acetaldehyd, Ameisen- 
siiure, Essigsiure, Weinsiure, Apfelsiure, Bernsteinsiure, Citronen- 
siure, Milchsiure, Oxalsiure, Salicylsiure, Oxybuttersiure, Crotonsiure. 

Glycerin, Glucose, Fructose, Maltose, Saccharose, Glykogen. 

Ammoniak, Trimethylamin, Butylamin, Benzylamin, Formamid, 
Acetamid, Propionamid, Acetanilid, Oxamid. 

Glykokoll, Alanin, Leucin, Sarkosin, Glutaminsiuré, Asparagin- 
siure, Asparagin, Betain, Lysin, Hippursiure, Cholin. 

Pyrrol, Prolin, Chinolin, Picolin, Imidazol, Histidin. 

Harnstoff, Guanidin, Carbamidsiure, Urethan, Cyanursaure, Biuret, 
Succinimid. 

Cocain, Nicotin, Chinin, Coniin, Pyridin, Morphin. 

Phenol, Tyrosin, Vanillin, Nitrophenol, Chinon, Anthrachinon. 

Xanthin, Guanin, Coffein, Theobromin, Hypoxanthin, Methyl- 
trichlorpurin, Allantoin. 

Globulin, HiihnereiweiB, Pepton-Witte, Casein, Laktalbumin, 
Blutalbumin, Protoalbumose, Deuteroalbumose. 

Eine schwache Violettfarbung riefen hervor: 

Benzaldehyd, Anilin, Toluidin, p-Amidophenol, Thymol, Naphthol, 
Naphthylamin, Orcin, Xylidin, Aceton, Cystin, Kreatin, Kreatinin, 
Tryptophan, Carvacrol, Resorcin, Dextrin. 

Eine starke Violettfarbung zeigten: 

Xylenol, Kresol, Kreosol, Pyrogallol, Guajacol, Hydrochinon, 
Brenzcatechin, Gallussiure, Gerbsiure, Adrenalin, Eugenol, Harnsdure, 
Alloxan, Alloxanthin, Indol, Skatol, Thiosinamin, Xanthogensaures 
Kalium. 

Natriumbisulfit, Zink und Salzsiure, Schwefelwasserstoff. 

Unter den aufgefiihrten Stoffen wurden viele gewihlt, die in 
physiologischen Fliissigkeiten des menschlichen und tierischen Koérpers 
vorkommen, z. B. in Milch und in Blut, aber nur wenige unter ihnen 
rufen eine positive Reaktion hervor, wihrend sich die meisten gegen- 
iiber dem Reagens indifferent verhalten. Zu den stark positiv reagierenden 
gehért in erster Linie auch die Harnsdure, eine Beobachtung, die auf 
das Gebiet der Harnsiurebestimmung hiniiberleitet. 
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Zurzeit gibt es tiberhaupt noch keine Bestimmungsmethode fiir 
geringe Mengen von Harnsiure, die man als vollkommen fehlerfrei 
ansprechen kann, wenn auch die von Folin, Benedict und ihren Mit- 
arbeitern ausgearbeiteten Verfahren einem solchen Wunsch sehr nahe 
kommen. In der Hoffnung, der Erreichung dieses Zieles einen weiteren 
Schritt vorwarts zu verhelfen und neuen Anregungen zu dienen, wurden 
die folgenden Versuche ausgefiihrt. 

Als die giinstigste Zusammensetzung des Reagens wurde in zahl- 
reichen Versuchen die folgende erkannt: 


Natriumwolframat . .. . . . 3,00g 
Natriumphosphat. . . . . . . 2,00g 
Molybdainmsiture . . .. .. . OW5g 
ae 


Als Natriumwolframat wurde ,,Marke Kahlbaum zur Analyse", 
als Molybdansaure ,,Marke Kahlbaum‘ und als Natriumphosphat 
dasjenige des ,,D. A. B. 5° gewahlt. 

Das obige Gemisch wurde durch kurzes Erwarmen auf dem Wasser- 
bade in Lésung gebracht, dann abgekiihlt und mit konzentrierter 
Salpetersiure tropfenweise genau bis zur Neutralisation (Priifung mit 
Lackmuspapier) versetzt. 

Wurde das Reagens in dieser Weise hergestellt und darauf geachtet, 
daB die Zugabe der Salpetersaure gerade bis zur Neutralisation erfolgte, 
so war es unbegrenzte Zeit haltbar. Zur Ausfiihrung der Reaktion 
wurden zu l0cem der zu priifenden Lésung mit der Pipette zuerst 
0,5cem 10proz. Salzsiiure und dann ebenfalls mit der Pipette 1 cem 
des Reagens gegeben. Diese Mischung wurde auf der Flamme rasch 
bis zum beginnenden Sieden erhitzt und hierauf bei gewéhnlicher 
Temperatur stehengelassen. Bei Anwesenheit von Harnsaure trat je 
nach der vorhandenen Menge entweder bereits wahrend des Erhitzens 
oder sofort danach die Violettfarbung auf. 

Ausschlaggebend fiir die Brauchbarkeit des Reagens als Bestim- 
mungsmittel fiir Harnsiure scheint der aubBerst geringe Gehalt an 
Molybdansaure zu sein, der zur Herbeifiihrung der Reaktion notwendig 
ist. Gerade diesem Umstande diufte es zu verdanken sein, daB die 
Anwesenheit von Stoffen nicht stért, die die Anwendung des sogenannten 
,,Phenolreagens** von Folin fiir die Harnsiurebestimmung ausschlieBt. 
Dieses enthalt bekanntlich ebenfalls Phosphorwolframsaure und 
Molybdansaure, wenn auch in wesentlich anderem Verhaltnis und bei 
anderer Anwendungsform als das hier beschriebene. 

Zu den Stoffen, die die neue Reaktion nicht beeintrachtigen, 
gehortin erster Linie das Phenol selbst und ferner seine Alaninverbindung, 
das Tyrosin. Besonders die letztere Beobachtung ist wesentlich, da 
das Tyrosin ein Abbauprodukt von EiweiBstoffen darstellt, das in 
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menschlichen und tierischen Korperfliissigkeiten haufig angetroffen 
wird. 

Ferner gehéren zu den Stoffen, deren indifferentes Verhalten 
gegentiber dem neuen Reagens wegen ihres Vorkommens in Milch und 
Blut von Wichtigkeit ist, die Peptone, Globulin, Blut- und Laktalhumin 
und Casein. 

Hingegen zihlen zu den Stoffen, mit deren stérender Wirkung zu 
rechnen ist, das Jndol und seine Derivate, das Kresol und die Poly- 
phenole 

In der nachfolgenden Tabelle sind die wichtigsten dieser Stoffe 
mit dem Verdiinnungsverhaltnis, in dem sie mit dem neuen Reagens 
in wasseriger Lésung noch deutlich nachweisbar sind, zusammengestellt, 
wobei zum Vergleich auch die Harnsaure selbst aufgefiihrt ist: 


Aceton l: 20 
Cystin 1: 400 
Resorcin l 500 
Kreatinin l Hoo 
Tryptophan l 800 
p-Kresol. l 1200 
Kreatin . aha pica . I: 2000 
a ae eee ee . I: 4000 
Alloxanthin cae .. It 5000 
Indo] 1: 250000 
Skatol 1: 250000 
Hydrochinon. 1: 300000 
Brenzcatechin 1: 300000 
CGallusséure 1: 500000 
Cerbsaure . 1: 500000 
Adrenalin 1: 500000 
Harnsiure . I: 150000 


Aus der geringen Empfindlichkeit bei vielen der oben angefiihrten 
Stoffe in wisseriger Lésung ist bereits ersichtlich, dal ihre Anwesenheit 
bei einer Harnsaiurebestimmung praktisch gar nicht in Erscheinung 
treten wird. Dies gilt namentlich fiir Kreatin, Kreatinin, Tryptophan, 
Cystin und Aceton. Andere dagegen, wie das Indol und seine Derivate, 
sowie die Polyphenole miissen, wenn mit ihrer Anwesenheit in gréBerer 
Menge zu rechnen ist, beseitigt werden, oder es mul die Harnsiure auf 
irgend eine Weise isoliert werden. Dabei hat es sich als giinstig heraus- 
gestellt, daB sich sowohl Indol und Skatol als auch Phenole, wie p-Kresol, 
Xylenol (und iibrigens auch das Phenol selbst), durch organische 
Lésungsmittel verhaltnismaBig leicht entfernen lassen. Dazu eignet 
sich am besten Chloroform, wihrend beim Ausschiitteln mit Ather 
Nachteile insofern beobachtet wurden, als kleine, in der wasserigen 
Lésung verbliebene Athermengen ein geringes Verblassen der Violett- 
farbung veranlaBten, was vermutlich auf Oxydationserscheinungen 
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zuriickzufiihren ist. Mit Chloroform konnten sowohl zugesetztes X ylenol 
und Kresol als auch Indol und Skatol vollstandig wieder entfernt 
werden, so daB die ausgeschiittelte wisserige Liésung keine Violett- 
firbung mehr ergab, wahrend die Harnsaure selbst in Chloroform voll- 
kommen unldéslich ist, so da Verluste beim Ausschiitteln nicht zu 
befiirchten sind. Dagegen wurden die Polyphenole, Brenzcatechin, 
fesorcin, Hydrochinon, Phloroglucin und Adrenalin vom Chloroform 
nicht erfaBbt. Darin liegt ein Nachteil fiir die Anwendung der Violett- 
reaktion, den sie allerdings mit der Folinschen Methode gemeinsam hat. 

DaB Tyrosin und Tryptophan mit Chloroform nicht entfernt 
werden, ist wegen ihrer Unwirksamkeit gegeniiber dem Reagens be- 
langlos. 

Man kann nun die Einwendung machen, daB nur die ,,freien* 
Phenole in die Chloroformlésung iibergefiihrt werden kénnen, wahrend 
die ,,gebundenen*™ in der wiasserigen Lésung verbleiben. Dem ist ent- 
gegenzuhalten, daB die in Frage kommenden phenolartigen Verbin- 
dungen im Harn und wahrscheinlich auch im Blut iiberwiegend in 
freiem Zustande!) vorhanden sind und daB, wie aus der obigen 
Tabelle hervorgeht, das p-Kresol, um das es sich in erster Linie 
handelt, eine Nachweisbarkeit in wasseriger Lésung besitzt, die 10Omal 
kleiner ist als diejenige der Harnsaiure, so daB anzunehmen ist, 
daB sich im Verlauf der Harnsiureanalyse die unter Umstinden im 
Blute vorhandenen auBerst geringen Mengen an Kresol dem Nachweis 
so gut wie vollstandig entziehen. In Milch kommen Phenole iiber- 
haupt nicht vor, auBberdem wirkt hier, wie spater noch gezeigt 
werden wird, der fiir die EiweiBfaillung verwendete Tetrachlorkohlen- 
stoff bereits reinigend. 

Als Bestandteil des Blutes ist ferner das Indikan [Indoxylschwefel- 
siure*)] zu erwihnen, das als Derivat des Indols vermutlich ebenfalls 
mit dem Reagens eine violette Farbung gibt. Seine Menge soll bei 
gesunden Menschen 0,02 bis 0,05 mg in 100cem Blut, bei kranken 
héchstens das Dreifache davon betragen. Wenn auch so geringe 
Mengen die Ausfiihrung der Harnsiurebestimmung praktisch nicht be- 
eintrichtigen, so soll doch als vorteilhaft bemerkt werden, daB auch 
das Indikan nach seinem Zerfall in saurer Lésung durch Chloroform 
beseitigt werden kann. 

Des weiteren spielt unter den Gallenfarbstoffen des Blutes das 
Bilirubin, vermutlich ein Oxypyrrolderivat, eine Rolle. Es soll unter 
normalen Verhialtnissen in einer Menge von etwa 0,5 mg in 100 ccm 
Blutserum vorkommen. Seine Beseitigung im Verlaufe der Harnsaure- 


1) Vgl. F. F. Tisdall, The Journ. of Biol. Chem. 44, 409, 1920. 
*) Leider stand mir weder Indikan noch Bilirubin zur Nachpriifung 


zur Verfiigung. 
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analyse wird insofern erleichtert, als es an ein Protein gebunden sein 
soll, worauf zuriickgefiihrt wird, daB es bei der EiweiBausfaillung zum 
gréBten Teile mitgerissen wird. Da das Pyrrol im Gegensatz zum Indol 
keine Violettfarbung hervorruft, ist es an sich schon fraglich, ob ein 
Oxyderivat desselben eine nennenswerte Firbung erzeugt. Auch das 
Bilirubin ist iibrigens in Chloroform Jéslich. Das gilt auch vom Cholesterin, 
das jedoch nur selten im Blute beobachtet wird. 

Wichtig ist ferner, daB Casein, selbst in groBen Mengen, mit dem 
Reagens keine Violettfirbung hervorruft, ebensowenig Lactalhumin 
und Blutalbumin. Dieser Vorteil gegeniiber der Folinschen Methode, 
bei der man zuweilen bei Anwesenheit dieser Stoffe leichte Blaufarbungen 
beobachten soll, diirfte in erster Linie dem Umstande zuzuschreiben 
sein, daB Casein wie Albumin zu wenig Cystin und Tryptophan zur 
Herbeifiihrung einer Violettfarbung als Bausteine enthalten. Beim 
Casein kommt noch hinzu, daB sich das darin enthaltene Tyrosin in- 
different verhalt. Méglich ist auch, daB hier das Arbeiten in saurer 
Lésung entgegen der fiir die Folinsche Methode benétigten alkalischen 
giinstig wirkt. 

Auch in technischer Hinsicht zeigt das Violettreaktionsverfahren 
einige Vorziige. So sind vor allen Dingen die véllige Klarheit und die 
lange Haltharkeit der violetten Lésung sowohl bei der Ausfiihrung der 
Reaktion in wasseriger Lésung wie in Milch und Blut hervorzuheben. 
Gewohnlich erreicht die violette Farbung etwa 2 Stunden nach der 
Vornahme der Reaktion ihre héchste Intensitat und bleibt dann lingere 
Zeit konstant, ohne daB sich dabei die Spur eines Niederschlages bildet. 
Bei wasserigen Lésungen bleibt die Farbstarke waihrend etwa 4 Wochen 
unverandert, zumal wenn die Lésungen verschlossen aufbewahrt werden : 
erst dann beobachtet man ein geringes Abnehmen der Farbtiefe, ent- 
sprechend einer Abnahme um etwa 0,5 mg Harnsiure in 100 ccm. Bei 
Milch halt sich die Farbstarke mehrere Tage, bei Blut 1 bis 2 Tage 
konstant. 

Da, wie oben angegeben, eine Beeintrachtigung der Reaktion 
durch EiweiBstoffe, die unter Umstinden nicht vollstandig ausgefiallt 
worden waren, nicht eintritt, so wird in vielen Fallen auf eine Isolierung 
der Harnsiure verzichtet werden kénnen, besonders dann, wenn es 
sich um Fliissigkeiten handelt, in denen keine Stérung der Reaktion 
durch die Anwesenheit gréBerer Mengen von Phenol- und _ Indol- 
derivaten zu befiirchten ist. Dies trifft aber fiir die Bestimmung der 
Harnsaure in der Milch in der Regel, fiir diejenige im Blut sehr hiufig 
zu. In der Praxis kann hiervon besonders in solchen Fallen Gebrauch 
gemacht werden, in denen die Angabe der gefundenen Harnsiuremenge 
in halben Milligrammen auf 100 cem geniigt. Auf diese Weise wiirde 
gleichzeitig erreicht werden, daB ein Verlust an Harnsiure infolge 





134 G,. Reif: 


des langwierigen Isolierungsverfahrens vermieden wird. Auf den 
Vorteil einer direkten Priifung auf MHarnsaiure ist schon von 
mehreren Seiten, z. B. von C. Maase und H. Zondek') hingewiesen 
worden. 

Als weiterer technischer Vorteil kommt bei dem Violettreaktions- 
verfahren noch hinzu, dab die angewendete Phosphorwolframsaure 
in saurer Lésung bereits selbst eiweiBfallend wirkt, worauf bei der 
Beschreibung der Arbeitsweise noch naiher eingegangen werden wird. 
Dabei bleibt die Harnsiure vollstandig in Lésung, wie durch Versuche 
festgestellt werden konnte. 

Als ein Nachteil gegeniiber der Folinschen Methode kénnte das 
Arbeiten in der Warme und mdéglicherweise auch in saurer Lésung 
angesehen werden. Die Befiirchtung jedoch, daB dadurch die ,,ge- 
bundene* Harnsiure frei wird, ist, wie die Ergebnisse der unten an- 
gefiihrten Beispiele zeigen, tiberfliissig. Dies konnte allerdings aus 
den Versuchen tiber die Aufspaltung gebundener Harnsiure von Stanley 
R. Benedict®) vorausgesehen werden. Dieser Autor beschreibt nimlich 
die ,,gebundene Harnsiure“ als eine auBerst stabile Verbindung, die 
erst nach langerem Erhitzen und weitgehendem Eindampfen in salz- 
saurer Lésung zerlegt wird. Das rasche und kurze Erhitzen einer 
Fliissigkeitsmenge von 10 ccm mit 0,5 cem 10 proz. Salzsiure kann kaum 
eine Aufspaltung der vorhandenen gebundenen Harnsaure herbei- 
fiihren. So zeigte z. B. eine Rinderblutanalyse eine Harnsiuremenge 
von 0,5 mg in 100cem Blut, eine Menge, die sicherlich nicht tiber der 
Norm liegt, wihrend der Wert der im Rinderblut vorhandenen ge- 
bundenen Harnsiure nach der Literatur 5 bis 6 mg betragt. 

Beim Violettreaktionsverfahren scheint die wuntere Grenze der 
Nachweisbarkeit der Harnsiure bei 0,5 mg in 100 cem Fliissigkeit zu 
liegen. Hier bekommt man noch eine deutlich wahrnehmbare hell- 
violette Farbung. Diese nimmt dann entsprechend der vorhandenen 
Harnsiiuremenge an Intensitét zu, wobei besonders die Werte, die 
zwischen | und 5 mg liegen, sich in Stufen von je 14 mg 100 cem scharf 
voneinander abheben. 

Da die wasserigen violetten Lésungen mehrere Wochen unverandert 
haltbar sind, laBt sich auf bequeme Weise eine Vergleichsskala her- 
stellen, indem in Reagenzglaser von gleicher Glasdicke und gleichem 
Durchmesser je LO ccm Harnsiurelésungen gebracht werden, deren 
Harnsauregehalt um je '4 mg auf 100 ccm ansteigt. Diese bringt man 
nach Ausfiihrung der Reaktion in ein Gestell, hinter dem sich ein weibes 
Blatt Papier befindet, und beobachtet im auffallenden Licht. Durch 


') Miinch. med. Wochenschr. 62, 1110, 1915. 
*) The Journ. of Biol. Chem. 20, 633, 1915. 
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Einordnung der zu priifenden Lésung in diese Vergleichsskala laBt sich 
die vorhandene Harnsiuremenge am besten erkennen. 

Wenn auch die Herstellung der Farbenskala aus zunehmenden 
Harnsauremengen an sich tiberaus einfach ist und die dabei erhaltenen 
Farbtiefen leicht erkennbar sowie mehrere Wochen haltbar sind, so 
wurde dennoch versucht, mit kiinstlichen, durch anorganische Stoffe 
hervorgerufenen Farbungen eine brauchbare Skala aufzustellen. Dabei 
erwiesen sich die durch Mischen wiisseriger 10proz. Lésungen von 
Kobaltnitrat und Chromalaun erzielten Farbténe den mit Harnsaure 
erhaltenen als sehr ahnlich. Es entsprachen: 

0,55 cem Co-Lésung + 0,55 eemCr-Lésung + 8,9 com H, Oder Farbung 

mit 1,5 mg Harnsiure in 100 ecm. 

0,75 cem Co-Lésung + 0,75 cem Cr-Lésung + 8,5 ecm H,O der Firbung 

mit 2,0 mg Harnsiure in 100 ccm. 

0,9 cem Co-Lésung + 1,0 cem Cr-Lésung + 8,1 eem H,O der Farbung 

mit 2,5 mg Harnsiure in 100 cem. 

Fiir die Herstellung starkerer Vergleichslésungen mubte die je- 
weilige Chromalaunmenge gegeniiber der Kobaltnitratmenge etwas 
vergroBert werden. Der Vergleich mit den auf diese Weise hergestellten 
Farblésungen muB im auffallenden Lichte vorgenommen werden. 

Die Bestimmung mittels einer Vergleichsskala wird im allgemeinen 
fiir die Praxis geniigen, da sich mit ihr Unterschiede von je !. mg 
Harnsaure in 100 ccm hinreichend genau feststellen lassen. Genauere 
Bestimmungen werden sich voraussichtlich mit Hilfe eines geeigneten 
Kolorimeters ausfiihren lassen. 

Um die Brauchbarkeit des Verfahrens fiir den Nachweis und die 
Bestimmung der Harnsdure in Milch zu priifen, wurden mehrere Proben 
Milch untersucht. Dabei wurden in zwei Proben je 1 mg und in vier 
Proben je 1,5 mg Harnsiaure auf 100 cem Milch gefunden. 

Die fiir die Analyse notwendige Abscheidung der Eiweibstoffe 
der Milch wurde nach dem Verfahren von Pfyl und Turnau') aus- 
gefiihrt, das sich dabei gut bewahrt hat. 

50cem Milch wurden in einem Glaskolben, der mit einem Ubrglas 
bedeckt war, 20 Minuten lang im kochenden Wasserbade erhitzt. Nach 
dem Erkalten wurde in eine Stépselflasche umgefiillt, 5cem Tetrachlor- 
kohlenstoff hinzugegeben und 5 bis 10 Minuten gut durchgeschiittelt. 
Hierauf wurde mit 2ccm einer 20proz. Essigsiiure versetzt und abermals 
etwa 5 Minuten geschiittelt. Dann wurde zentrifugiert, wobei sich Tetra- 
chlorkohlenstoff, der schwerer ist als das Milechserum, unterhalb des ab- 
geschiedenen EiweiBes absetzte. Von dem véllig klaren Serum (,,Tetra- 
serum‘) wurden 10 cem durch ein gehartetes trockenes Filter in ein Reagens- 
glas filtriert. Dann wurden mit der Pipette zu der wasserklaren Lésung 
0,5cem 10proz. Salzsiure gegeben und hierauf zu der in der Regel auch 


1) Arb. a. d. Kais. Gesundheitsamt 40, 245, 1912. 
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hiernach klar gebliebenen Fliissigkeit ebenfalls mit der Pipette 1 cem 
des Reagens hinzugefiigt. Diese Mischung wurde bei Zimmertemperatur 
etwa 10 Minuten stehengelassen. Hierbei schied sich infolge der Phosphor- 
wolframsiureeinwirkung ein flockiger Niederschlag von EiweiBstoffen ab, 
von dem durch Filtrieren in ein Reagenzglas getrennt wurde. Das vdllig 
klare, meist vollstindig farblose Filtrat wurde iiber der Flamme rasch bis 
zum beginnenden Sieden erhitzt und dann bei gewéhnlicher Temperatur 
2 Stunden stehengelassen. Nach dieser Zeit hatte in der Regel die inzwischen 
eingetretene Violettfarbung ihre volle Starke erreicht. ZweckmiBig wurde 
noch bis zum nichsten Tage gewartet und dann aus der Farbtiefe der villig 
klar gebliebenen violetten Lésung durch Vergleich mit einer aus wiisserigen 
Harnsiiurelésungen hergestellten Farbenskala der Harnsiuregehalt der 
Milch festgestellt. 

Ferner wurden mehrere Beispiele ausgefiihrt, bei denen der Milch 
Harnsiure in Héhe von 1, 1,5 und 2 mg/100 ccm zugesetzt war. Stets 
konnte die Summe der von Natur aus vorhandenen und der zugesetzten 
Harnsiure richtig gefunden werden, ein Zeichen, daB im Verlauf des 
Verfahrens keine Harnsiure verloren gegangen war. 

Als Beispiele fiir die Bestimmung der Harnsaure im Blute wurden 
mehrere Proben von Hammelblut und von Rinderblut untersucht. Die 
Hammelblutanalysen ergaben Harnsiiuremengen, die zwischen 0,5 und 
1 mg/100 ccm lagen, wihrend in einer Probe von Rinderblut 0,5 mg 
und in zwei anderen Proben etwa 0,75 mg Harnsiaure gefunden wurde. 

Die Abscheidung der EiweifSstoffe aus dem Blute wurde teils mit 
Essigsiure, teils unter Zusatz von Formaldehyd oder Natriumacetat 
durechgefiihrt. Diejenige mit Essigsiure allein ging auf folgende Weise 
vor sich: 


10cem Blutserum wurcen in einem 100-cem-Kélbchen mit 20 cem 
kochend heiBen Wassers versetzt und dazu tropfenweise mit Hilfe eines 
Glasstabes 20proz. Essigsiiure gegeben, bis die Fliissigkeit gerade sauer 
reagierte. Zu starkes Ansiuern mute dabei vermieden werden, da sonst 
nach der Ausfillung der EiweiSstoffe die Lésung triib erschien; in der 
Regel geniigten 3 bis 4 Tropfen Essigsiure (Priifung mit Lackmuspapier). 
Dann wurde das Kilbchen 20 Minuten lang in ein siedendes Wasserbad 
gebracht. Von den dabei abgeschiedenen EiweiBstoffen wurde die noch 
heiBe, véllig klare und farblose Fliissigkeit durch ein kleines trockenes 
gehirtetes Filter in eine Glasschale filtriert und das Eiwei8 zweimal mit je 
5eem ganz schwach mit Essigsiiure angesiituerten Wassé¢rs unter Erhitzen 
auf dem Wasserbade ausgewaschen, damit unter Umstiinden im Eiweif 
verbliebene kleine Mengen von Harnsiéure nicht verloren gingen. Diese 
Waschfliissigkeit wurde ebenfalls in die Glasschale gegeben. Hiernach wurde 
auf dem Wasserbade bis auf etwa 8 ccm Fliissigkeitsmenge eingedampft. 
Hatten sich dabei nochmals kleine Mengen Eiwei8 ausgeschieden, so wurde 
abermals filtriert und Glasschale und Filter mit etwa 2 ccm heiBen Wassers 
ausgewaschen, so da im ganzen ein Filtrat erhalten wurde, das bei Zimmer- 
temperatur 10 ccm betrug. Zu diesen 10 cem wurden nach der Abkiihlung 
mittels Pipette 0,5cem 10proz. Salzsiiure und hierauf ebenfalls mit einer 
Pipette leem der Reagenzlésung gegeben und hiernach etwa 10 Minuten 
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bei Zimmertemperatur stehengelassen. Von den inzwischen ausgeschiedenen 
EiweiBstoffen wurde durch ein kleines Filter in ein Reagenzglas filtriert 
und dann die véljlig klare Fliissigkeit rasch tiber der Flamme bis zum be- 
ginnenden Sieden erhitzt. Hierauf wurde nach zweistiindigem Stehen mit 
Hilfe der Farbenskala die Harnsituremenge ermittelt. 

Auch bei den Blutanalysen blieb die violette Lésung vdéllig klar 
und in der Farbstirke 1 bis 2 Tage unverindert. Zuweilen machte sich 
neben der violetten Farbung eine ganz schwaech braune bemerkbar, die 
jedoch die Beurteilung der Harnsiuremenge nicht stérend beeinfluBte. 

Sowohl den Hammelblutserum- wie den Rinderblutserumproben 
wurden Mengen von 0.5 bis 2mg/100cem Harnsiure absichtlich zu- 
gesetzt. Die hiernach erzielten Analysenergebnisse waren durch- 
gehends befriedigend. 

Soweit Stoffe im Blute vorhanden sein sollten, die mit dem Reagens 
ebenfalls Violettfairbungen hervorrufen (vgl. 8.131), sich aber durch Aus- 
schiittelung mit Chloroform beseitigen lassen, verfaihrt man folgenderma ben : 

Man bringt die im Verlaufe der Analyse nach dem Eindampfen und dem 
Auswaschen erhaltenen 10 cem Fliissigkeit in einen Scheidetrichter, dazu 
20 cem reines destilliertes Chloroform und schiittelt gut durch. Dann |iibt 
man bis zur vollstandigen Trennung liingere Zeit stehen, wobei sich in der 
Regel Eiwei®Bstoffe ausscheiden, die durch Umschiittelm in die Chloroform 
lésung gebracht werden. MHierauf wird die Chloroformschicht abgelassen 
und die zauariickgebliebene wiisserige Fliissigkeit durch ein kleines Filter 
filtriert, wobei stets wieder 10 ccm Fliissigkeit erhalten werden. Erforder- 
lichenfalls kann die Ausschiittelung mit einer kleinen Menge Chloroform 
wiederholt werden. Die Lésung wird dann, wie oben beschrieben, mit dem 
Reagens behandelt. 

Um die Brauchbarkeit der Chloroformausschiittelung zu erproben, 
wurden sowohl zu wiisserigen Harnsiurelésungen wie auch zu Milch- 
und Blutproben kleine Mengen Indol und Skatol zugesetzt. Die Be- 
seitigung dieser Stoffe gelang jedesmal vollkommen. Auch konnte 
festgestellt werden, daB durch die Ausschiittelung mit Chloroform keine 
Herabminderung der der vorhandenen Harnsiuremenge entsprechenden 
Violettfarbung herbeigefiihrt wurde. 

Handelt es sich um Verbindungen, die erst durch die Einwirkung 
der Salzsiure in Stoffe zerlegt werden, die eine Violettfairbung hervor- 
rufen, so muB die Ausschiittelung nach dem Versetzen mit Salzsiure 
erfolgen. Dies ist 2. B. der Fall, wenn mit betrichtlichen Mengen von 
Indikan (vgl. 8. 132) zu rechnen ist. 


Zusammenfassung. 


1. Es wurde ein Phosphorwolframsaure — Phosphormolybdansaure- 
reagens von bestimmter Zusammensetzung ermittelt, das sich fiir 
den Nachweis und die quantitative Bestimmung von Harnsiiure in 
Milch und Blut verwenden laBt. 
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2. Die Vorziige des Verfahrens liegen besonders in der Klarheit 
und Bestindigkeit der mit dem Reagens erhaltenen violetten Farbungen. 

3. Mit Hilfe von wisserigen Harnsiurelésungen, die stufenweise 
um je ', mg 100 cem voneinander abweichen, laBt sich eine Vergleichs- 
skala aufstellen, die mehrere Wochen unverindert haltbar ist. 

4. Es wurde eine groBe Reihe von Stoffen auf ihr Verhalten gegen- 
tuber dem Reagens untersucht und diejenigen, welche violette Farbungen 
hervorrufen, nach dem Grad ihrer Nachweisbarkeit in wiasseriger 
Lésung zusammengestellt. 

5. Die meisten im Blute vorkommenden Stoffe, die die Harnsiure- 
bestimmung stérend beeinflussen kénnten, lassen sich durch Aus- 
schiitteln mit Chloroform beseitigen. 

6. Das neue Reagens wurde an mehreren Bestimmungen von 
Harnsiure in Milch, Hammel- und Rinderblut erprobt. 

















Beitriige 
zur Frage nach dem Zusammenhang yon Kreatin- 
und Kohlenhydratstoffwechsel'). 


Von 
Alexander Palladin. 


(Aus dem _ physiologisch-chemischen Laboratorium des Medizinischen 
Instituts zu Charkow.) 


(Eingegangen am 15, Juni 1925.) 
Mit 1 Abbildung im Text. 


Es gibt heute schon eine ganze Reihe von Untersuchungen, die 
auf das Vorhandensein eines bestimmten Zusammenhanges zwischen 
dem Kreatin- und Kohlenhydratstoffwechsel hindeuten. 


Diese Frage riihrte als erster Cathcart?) an, welcher zeigte, daB die bei 
Menschen durch Hunger hervorgerufene Kreatinausscheidung aufhérte, 
wenn ihnen in der Nahrung Kohlenhydrate dargeboten wurden (,,carbo- 
hydrate diet, practically nitrogen and fat free‘), wihrend die Ernihrung 
mit Fett allein oder mit EiweiSstoffen zusammen auf die Kreatin 
ausscheidung keinen Einflu8 hat und dieses auch weiter im Harn sich findet. 

Ein gleiches beobachteten Mendel und Rose*) bei ihren Versuchen an 
Kaninchen, daB niaimlich die Kohlenhydrate gegeniiber dem Kreatin eine 
ganz besondere Stellung einnehmen: Fiitterung von Kaninchen mit Eiweib 
und Fett bei Abwesenheit von Kohlenhydraten ruft Auftreten von Kreatin 
im Harn hervor, wihrend Anwesenheit von Kohlenhydraten in der Nahrung 
bei gleichzeitigem AusschluB von Fett und EiweiB bei den Kaninchen 
keine Kreatinausscheidung zur Folge hat, und der Harn wie bei der ge 


1) Ein Teil der hier gebrachten Untersuchungen wurde zur Zeit des 
Weltkrieges angestellt ; da sie aber nur in einem wenig verbreiteten russischen 
Journal veréffentlicht wurden und den Biochemikern und Physiologen 
unbekannt blieben, zudem aber in der Folge durch weitere Untersuchungen 
erginzt wurden, hielt ich es fiir angebracht; sie mit den neuen Unter- 
suchungen zusammen zu _ verdffentlichen. 

2) Cathcart, Journ. of Physiol. 39, 311, 1909/10, 

3) Mendel und Rose, Journ. of biol. Chem. 10, 213, 1911. 
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wohnlichen gemischten Nahrung nur Kreatinin enthalt. Nach diesen 
Beobachtungen befindet sich die Kreatinausscheidung in inniger Abhiangig- 
keit vom Kohlenhydratstoffwechsel, da sie bei Kohlenhydrathunger auftritt. 

Wolf und Osterberg') jedoch kamen bei ihren Untersuchungen iiber den 
EiweiBstoffwechsel der Hunde bei ungeniigendem Gehalt der Nahrung an 
FiweiB, Fett und Kohlenhydraten zu einem anderen Resultat. Sie fanden, 
daB gleich den Kohlenhydraten auch EiweiB die Kreatinausscheidung bei 
Hunden nach dem Hungern zum Stillstand brachte: ,,Die Verabreichung 
eines dieser beiden Stoffe (EiweiB und Kohlenhydrate) in Mengen von 
wenigsters 60 Proz. unterhalb des Nahrungsbedarfs geniigt, um das Auf- 
treten des Kreatins im Harn zu unterdriicken“. Fett dagegen zeigt nicht 
den geringsten EinfluB auf die Ausscheidung von Kreatin bei Hunden 
wihrend des Hungerns. Nach diesen Angaben Wolfs und Osterberqs sollte 
also bei Hunden Kohlenbydrathunger nicht von Kreatinausscheidung 
begleitet sein, 

Woljf*) bestreitet iiberhaupt, daB die Kohlenhydrate eine ausschlag- 
gebende Rolle hinsichtlich des Kreatinstoffwechsels spielen kénnten. 
Graham und Poulton*®) wiederholten die Versuche Cathcarts und kamen zu 
dem Schlusse, daB die Resultate seiner Versuche in einem Fehler der 
Methodik ihre Erklarung finden, indem er die Gegenwart von Acetessig- 
siure im Harne beim Kohlenhydrathunger nicht in Betracht zog. Sie fanden, 
daB Kohlenhydrathunger (Carbohydrate-free diet) bei Menschen keine 
Kreatinausscheidung erzeugte. 

Es besteht also hinsichtlich der Frage der Kreatinausscheidung 
des Menschen beim Kohlenhydrathunger durchaus noch keine Ein- 
stimmigkeit; ebenso ist auch die Ursache der Verschiedenheit der 
von Mendel und Rose an Kaninchen erhaltenen Resultate einerseits 
und der von Wolf und Osterberg an Hunden erhaltenen andererseits 
nicht geklart. Nach den Arbeiten aber von Krause und Cremer*) und 
Kravse®) iiber Kreatinausscheidung vei Diabetes mellitus, weiter nach 
den Arbeiten von Cathcart®), Mendel und Rose’), Scheffer*) und 
A. Palladin iiber Kreatinausscheidung bei Phlorrhizindiabetes, schlieB- 
lich auch nach den Arbeiten von A. Palladin iiber Kreatinausscheidung 
bei Glykosurie infolge Kalteeinwirkung®) und bei Skorbut!®) laBt sich 
kaum mehr daran zweifeln, daB eine Kreatinausscheidung jedesmal 
auftreten kann, wenn der Tierorganismus aus diesen oder jenen Griinden 
Mangel an Kohlenhydraten erleidet. 


') Wolf und Osterberg, diese Zeitschr. 35, 329, 1911. 

*) Wolf, Journ. of biol. Chern. 10, 473, 1911/12. 

3) Graham und Poulton, Proc. of the Roy. Soc. 87, 205, 1914. 
*) Krause und Cremer, Journ. of Physiol. 40, 61, 1910. 

5) Krause, Quart. Journ. Physiol. 3, 281, 1910. 

*) Cathcart, Journ, of Physiol. 41, 276, 1910. 

7) Mendel und Rose, Journ. of biol. Chem. 10, 213, 1911. 

8) Sheffer, ebendaselbst 18, 525, 1914. 

*) A. Palladin, diese Zeitschr. 1383, 89, 1922; 186, 353, 1923. 
10) Derselbe, ebendaselbst 152, 228, 1924. 
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Die folgenden Untersuchungen bringen neues Material, das einer 
seits fiir einen Zusammenhang zwischen Kreatin- und Kohlenhydrat- 
stoffwechsel tiberhaupt spricht, andererseits aber die Kreatinaus- 
scheidung bei Kohlenhydrathunger klarlegt. 


1. Kreatinausscheidung von Hunden bei Kohlenhydrathunger. 

Die nachstehenden Versuche tiber den EinfluB des Kohlenhydrat- 
hungers auf die Ausscheidung von Kreatin bei Hunden wurden zu 
dem Zwecke angestellt, um Klarheit zu verschaffen, ob sich nicht 
die verschiedenen Resultate der Versuche von Mendel und Rose und 
Wolf und Osterberg durch die Verschiedenheit des Stoffwechselprozesses 
und insbesondere des Kreatinstoffwechsels bei Kaninchen (Pflanzen- 
fresser) und Hunden (Fleischfresser) erkliren lassen, oder ob nicht 
die Ursachen anderswo liegen. 

Die Versuche mit Kohlenhydrathunger wurden so angestellt, 
daB das Versuchstier zuerst eine gemischte, kreatinfreie Nahrung 
erhielt, die spater durch eine kohlenhydratfreie Nahrung ersetzt wurde. 
Sowohl die gemischte, als auch die kohlenhydratfreie Nahrung enthielt 
die gleiche Menge von Kalorien, wobei die Kalorienzahl etwas gréBer 
war als die fiir das betreffende Tier berechnete. 

In der ersten Versuchsreihe war sowohl die gemischte, als auch 
die Fett-EiweiBnahrung derartig zusammengesetzt, da} sie nur wenig 
EiweiB enthielt, immerhin aber etwas mehr, als fiir die Autfrecht- 
erhaltung des Stickstoffgleichgewichts nétg war, nimlich 2,0 EiweiB 
pro Kilogramm Kérpergewicht des Versuchstieres (im Mittel 0,3 g 
Stickstoff pro Kilogramm). Bei einer solchen Nahrung verloren die 
Tiere nicht nur nicht im Gewicht, sondern nahmen im Gegenteil mit- 
unter noch zu. 

In allen diesen Versuchen erzeugte der Kohlenhydratmangel der 
Nahrung eine Ausscheidung von Kreatin!): Sowie nur die gemischte 
Nahrung gegen eine isodyname, aber kohlenhydratfreie Nahrung ein- 
getauscht wurde, trat im Urin der Hunde Kreatin auf. 

In der Tabelle I sind die Resultate eines dieser Versuche wieder- 
gegeben. 

Der Hund bekam bis zum 28. September gemischte Nahrung, bestehend 
aus 300 cem Milch, 200g Hafergriitze, 10¢ Fett und 1000 cem Wasser 
(ungefahr 1100Cal). Am 28. September wurde diese Nahrung durch eine 
kohlenhydratfreie ersetzt, die in 100 cem Milch, 100g Kise, 75g Fett und 
900 ccm Wasser bestand (ebenfalls rund 1100 Cal). Am 3. Oktober wurde 


1) In diesen Versuchen wurde der Stickstoffgehalt des Harns nach der 
Methode von Folin-Farmer-Gulick bestimmt, die quantitative Bestimmung 
des Kreatinins und Kreatins nach der Methode von Folin und Morris 


ausgefiihrt. 
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der Hund wieder auf die urspriingliche Nahrung zuriickversetzt. Die in 
der Tabelle 1 gebrachten Zahlen kliren iiber den Gehalt des Harns an 
Gesamtstickstoff, Kreatirin und Kreatin auf. 


Tabelle 1. 





Gehalt der Harnmenge von | Tag an 


Datum Gesamt«N Kreatinin»N KreatinsN Futter 
g é n 

25. IX. 8,12 0,262 _ 
26, 1X. 7,75 0,243 — Normale Nahrung 
27. 1X. 7.30 0,235 am | 
28. IX. S80 0.256 — 
29. IX. 8.45 0.273 0.005 | 
30. 1X. 7.02 0,232 0.016 Kohlenhydratfreie Nahrung 

* # 7,93 0,222 0.030 | 

2. X. 7,36 0.241 0,023 

rs > ven ie 0,002 Normale Nahrung 


Aus ihr ist ersichtlich, daB schon am zweiten Tage nach dem 
Ubergang zur kohlenhydratfreien Kost im Urin Kreatin auftritt, 
anfangs in geringen Mengen, spater aber mit jedem Tage des Kohlen- 
hydrathungers zunehmend. 

Diese Versuche zeigen, da bei Hunden, im Gegensatz zur Be- 
hauptung Wolfs, Kohlenhydrathunger von Kreatinausscheidung be- 
gleitet ist. 

In weiteren Versuchen wurde die EiweiBmenge der kohlenhydrat- 
freien Nahrung vermehrt, und da zeigte es sich nun, dal die Kreatin- 
ausscheidung abhangig ist von der mit der Nahrung aufgenommenen 
EiweiBmenge. Wenn die kohlenhydratfreie (Fett-EiweiB-) Nahrung 
EiweiB im Uberschu8 enthielt, d. h. mehr, als zur Aufrechterhaltung 
des Tieres im Stickstoffgleichgewicht nétig war, so trat Kreatin- 
ausscheidung entweder iiberhaupt nicht auf, oder blieb zum mindesten 
auBerst geringfiigig. 

Unten (in der Tabelle I1) ist ein einschlagiger Versuch angefiihrt, 
bei dem kohlenhydratfreie, aber eiweiBreiche Nabrung kein Auftreten 
von Kreatin im Harn zur Folge hatte; erst als dem Tiere tiberhaupt 
jede Nahrung entzogen wurde, kam es zur Kreatinausscheidung. Das 
Resultat dieses Versuchs stimmt vollkommen mit denen von Wolf und 
Osterberg iiberein. 


Der 17,5kg@ schwere Hund bekam bis zum 12. Oktober gemischte 
Nahrung (von ungefaihr 1100Cal). Vom 13. Oktober an bestand die 
Nahrung aus 100cem Milch, 200g Casein, 25g Fett urd 900g Wasser 
(gleichfalls rund 1100Cal). Am 17. Oktober wurde dem Hunde iiberhaupt 
jede Nahrung entzogen, 
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Tabe le ll 





Gehalt der Harnmenge von 1 Tag an 


Datum Gesamt.N Kreatinin«N Kreatin«N Futter 
g g é 

10. X. 542 0.220 a l 

11, X. 6,24 0,227 -- Normale Nahrung 
3%. 5.64 0,212 = | 

13. X. 6,37 0,235 0.001 

> aye on 

“ - 738 od on | Kohlenhydrattreie Nahrung 
16, X. 6,77 0,225 — 

ia, die 7,58 0.188 0.004 

18. X. 6,35 0,265 0.024 Hunger 

19, X. 8.27 O345 0.050 


Wodurch ist das Resultat dieses Versuchs zu erklfren/ Aller 
Wahrscheinlichkeit nach damit, daB das iiberschiissige Eiweil} bei 
der Abwesenheit von Kohlenhydraten sich in diese umwandelt und 
dadurch auf einem Umwege das Auftreten von Kreatin im Harn ver- 
hindert. Wir wissen ja, daBb Eiweif sich besonders leicht im Hunde- 
organismus in Kohlenhydrate umwandelt (Lush). 

Die Bildung von Kohlenhydraten aus Eiweibstoffen oder Amino- 
siuren wurde allerdings in beinahe simtlichen friiheren Versuchen 
bei Hunden nach Entfernung der Pankreasdriise beobachtet oder nach 
Injektion von Phlorrhizin; doch ist eine derartige Umwandlung von 
EiweiB in Kohlenhydrate auch méglich bei Mangel an Kohlenhydraten 
in*der Nahrung’). 

In den erwaihnten Versuchen bekamen die Hunde wahrend des 
Kohlenhydrathungers in der Nahrung Eiweif zusammen mit Fett. 
Das gleiche Resultat, namlich Fehlen von Kreatin im Harn, laBt sich 
auch beim Fiittern der Hunde mit Eiwei® allein erreichen, nur muf 
dessen Menge noch gréBer sein. Versuche zeigten, daB die Ausscheidung 
von Kreatin bei Hunden wahrend des Hungerns sich vermindern 
oder selbst ganz verschwinden kann, wenn man den Hunden zur Nahrung 
nur Eiweibstoffe, diese aber in reichlichen Mengen gibt. Das Ver- 
schwinden des Kreatins aus dem Harn ist in diesem Falle auf die Um- 
wandlung des tiberschiissigen EiweiBes in Kohlenhydrate zuriickzufiihren, 


1) Mit der Bildung von Glykogen aus Eiweib erkliren Mendel und Rose 
(l.e. 1911) (auf Grund von Versuchen Piliigers und Junkersdorf) die Tat 
sache, daB bei Phlorrhizindiabetes die Kreatinausscheidung verschwinden 
und wieder erscheinen kann. Versiegt der Vorrat an Glykogen, so empfindet 
das Tier den Mangel an Kohlenhydraten als Energiequelle und es beginnt 
die Ausscheidung von Kreatin. Es kommt auf Rechnung von EiweiB zu 
einer neuen Glykogenspeicherung und das Kreatin verschwindet wieder 


aus dem Harn. 
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infolgedessen der Organismus aufhért, den Mangel an letzteren zu 
empfinden. 

Auf eben diese Weise laBt sich das Resultat der Versuche Wolfs 
und Osterbergs erklaren. Ihnen gelang, das Kreatin aus dem Harne 
damit zum Verschwinden zu bringen, indem sie die Hunde mit verhaltnis- 
mibig groben Mengen von Eiwei® fiitterten, namlich mit ungefihr 6 g 
EiweiB pro Kilogramm Kérpergewicht (1,0 bis 1,6 g Stickstoff). 

Das gleiche negative Resultat (im Sinne des Auftretens von Kreatin 
bei Kohlenhydratabwesenheit in der Nahrung) wird erhalten, wenn man 
Hunde mit Fleisch (in gréBeren Mengen) fiittert, d. h. mit einer Nahrung, 
die an und fiir sich schon Kreatin enthalt. In diesem Falle wird auch 
bei gemischter Nahrung (Kohlenhydrate, EiweiB und Fetten) im Harn 
der Hunde Kreatin enthalten sein, aber nicht endogenen, sondern 
ektogenen Ursprunges. Und wenn nun die Nahrung des Hundes nur aus 
EiweiB in Form von Fleisch in gréBerer Menge und aus Fett besteht, so 
braucht die Kreatinausscheidung sich nicht zu vermehren, da in diesem 
Falle der Organismus die Méglichkeit hat, seine Vorrate an Kohlen- 
hydraten mittels der reichlich gebotenen EiweiBmengen zu decken und 
keinen Kohlenhydrathunger verspiirt. 

Als Beispiel hierfiir sei ein einschlagiger Versuch angefiihrt (Tab. ILI). 

Der 18kg schwere Hund bekam bis zum 20. November gemischte 
Nahrung, bestehend aus 600 g¢ Pferdefleisch, das sorgsam von Sehnen und 
Bindegewebe gereinigt worden, 100g Haferbrot, 50g Schwarzbrot, 10g 
Fett und 1000cem Wasser (Kaloriengehalt ungefaihr 1000 Cal); seit 
21. November bestand die Nahrung aus 600g Pferdefleisch, 50g Fett wad 
1000 cem Wasser (Kaloriengehalt beiliiufig der gleiche), enthilt also keine 


Kohlenhvdrate. 
: Tahelle TT]. 





Gehalt der Harnmenge von 1 Tag an 


Datum Gesamt-N KreatininsN Kreatin-N Futter 
& 8 & 
19. XT. 10,37 0,355 0,160 ) Normeles Futter mit 
20, XT. 9,85 0,372 0,108 | Fleisch 
21, XI. 11,56 0,312 0,064 
22. XT. 12,05 0,364 0,156 Kohlenhydrattreies Futter 
23. XI. 10,26 0.290 0,092 | mit Fleisch 
24. XT. 10,97 0,357 0,102 


Bei derartigen Versuchen vermindert sich beim Ubergang zur 
kohlenhydratfreien Nahrung mitunter der Kreatingehalt des Harns'). 


1) Méglicherweise liBt sich diese Erscheinung mit der beobachtung 
Lehmanns (H.-S. Zeitschr. f. physiol. Chem, 57, 476, 1908) in Einklang 
bringen, daB niimlich Kreatin, subkutan eingefiihrt, mit dem Harn bloB 
von wohlgenahrten Tieren ausgeschieden wird, bei hungernden aber gianzlich 
verschwindet (nach Lehmann wird sein Stickstoff von den Tieren auf- 
gebraucht, d. h. assimiliert). 
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Aus allen angefiihrten Versuchen laBt sich also folgern, daB zwischen 
den Erscheinungen des Kreatinstoffwechsels und dem Kohlenhydrat- 
hunger bei Hunden wie bei Kaninchen kein prinzipieller Unterschied 
besteht. Bei diesen wie bei jenen hat die Abwesenheit von Kohlen- 
hydraten Ausscheidung von Kreatin zur Folge; so wie der Organismus 
der Hunde oder Kaninchen Bedarf an Kohlenhydraten zu zeigen be- 
ginnt, verstarken sich unverziiglich die Prozesse des Eiweibzerfalls 
(in den Muskeln) unter Bildung von Kreatin, und dieses letztere er- 
scheint dann im Harn. Der Unterschied besteht blob darin, daB beim 
Hunde die Fahigkeit, EiweiB in Kohlenhydrate zu verwandeln, bedeutend 
stirker ausgepragt ist, weshalb er den Bedarf an Kohlenhydraten durch 
ihre Bildung aus dem NahrungseiweiB leicht decken kann. Darum 
hiangt bei Hunden die Kreatinausscheidung beim Kohlenhydrathunger 
von der Eiweiiimenge ihrer Nahrung ab. Bei geringem Eiweibgehalt, 
der aber immerhin noch das Minimum iiberschreitet, das zur Aufrecht- 
erhaltung des Stickstoffgleichgewichts des Tieres notwendig ist, hat 
Kohlenhydratentziehung Ausscheidung von Kreatin zur Folge; bei 
reichlichem Gehalt der Nahrung an Eiweif tritt Kreatin im Harn 
nicht auf. 


2. Kreatinausscheidung bei Kohlenhydrathunger weiber Ratten'). 

Besteht bei Ratten eine ebensolche Abhingigkeit des Kreatin- 
stoffwechsels vom Kohlenhydratstoffwechsel wie bei Hunden und 
Kaninchen / Schreiten auch bei ihnen jene Prozesse endogenen EiweiB- 
stoffwechsels in den Muskeln tiber die Grenzen der Norm hinaus, bei 
welchen Kreatin gebildet wird, sobald sich Mangel an Kohlenhydraten 
fiihlbar macht / 

Die unten angefiihrten Versuche geben auf diese Fragen eine 
bejahende Antwort. 

In der Tabelle IV bringen wir einen Versuch von Kohlenhydrat- 
entziehung an einer erwachsenen Ratte (Kérpergewicht 184g), die 
langere Zeit hindurch mit gemischter, kreatinfreier, aus Brot, Kase und 
Fett bestehenden Nahrung gefiittert wurde, deren Warmewert rund 
41 Cal betrug. In den ersten 6 Tagen wurde der Harn von je 2 Tagen 
gesammelt. Fiir diese Zeit ist, um einen Vergleich mit dem wahrend 
des Versuchs taglich gesammelten Harn zu erméglichen, in der Tabelle IV 
der mittlere Wert fiir 1 Tag angefiihrt. 

An den beiden ersten in der Tabelle IV verzeichneten Tagen bekam 
die Ratte gemischte Nahrung; der Harn war kreatinfrei. Vom dritten 
Tage an wurden die Kohlenhydrate aus der Nahrung fortgelassen und 
durch Kase und Fett ersetzt, so daB der Kaloriengehalt der gleiche blieb 
(bei 40 Cal). 


1) Nach gemeinsam mit A. Risskaltshuk ausgefiihrten Versuchen. 
Biochemische Zeitschrift Band 161. 10 
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‘abelle IV. 





Gehalt der Harnmenge von | Tag an 


Datum Gesamt-N KreatinineN KreatineN AmmoniaksN Futter 
8 8 X uy 

3. V 0,114 0,0025 —_— 0,005 7,0g Brot; 3,0g Kase; 1,5 Fett 
4.V. 0,104 0,0023 0,0002 0,005 

5. V. 0,130 0.0027 0,0010 0,008 

6. V. 0,146 0,0021 0,0014 0,009 a , 
7.V. 0.100 ~=—-0,0022 «0.0020 0,006 Og Kise; 20¢ Fett 
8. V. 0,176 0,0021 0.0027 0,009 

9. Vv. 0,125 0,0020 0,0028 0,008 

10. V. 0,133 | 0,0023 0,0033 0,007 4,0 g Fett 

a. ¥, 0,076 0,0024 0,0016 0,011 | " : 
12. V. 0,097 0.0023 =: 0.0007 0,010 108 ee ad Kase; 
13. V. 0.092  0,0023 at 0.004 | — 


Die Kohlenhydratentziehung hatte auf den Gesamtstickstoffgehalt 
des Harns nur geringen EinfluB ; die Gesamtausscheidung des Stickstoffs 
vergréBerte sich nur um ein geringes. Zu Ende der Kohlenhydrat- 
entziehung war sie ungefahr die gleiche wie am dritten bis vierten Tage 
der Entziehung. 

Der Ammoniakgehalt des Harns ging beim Ubergang zur kohlen- 
hydratfreien Ernaihrung in die Héhe (besonders am vierten Tage), 
was durchaus verstandlich ist, da infolge der Abwesenheit von Kohlen- 
hydraten die vollstandige Verbrennung der Fette erschwert war. 

Besonders deutlich zeigte sich der Ubergang auf kohlenhydratfreie 
Kost in dem Auftreten von Kreatin im Harn, das schon am ersten bis 
zweiten Tage der Kohlenhydratentziehung ausgeschieden wurde, wenn- 
gleich auch nur in geringen Mengen. 

Spiter, bei fortdauernder Abwesenheit von Kohlenhydraten in 
der Nahrung wurde der Kreatingehalt des Harns in dem MaBe, als die 
Kohlenhydratreserven im Kérper der Ratte verschwanden, immer 
gréBer und gréBer. Am achten Tage des Koh'enhydrathungers war die 
Menge des Kreatins im Harn bereits gréBer als die des Kreatinins. 

Am neunten Tage wurden auch die Eiweibstoffe entzogen und erhielt 
die Ratte mit der Nahrung nur mehr Fett. 

Aus diesem Grunde wuchs der Gehalt des Ammoniaks im Harn. 
Zugleich vermehrte sich auch die Ausscheidung sowohl des Kreatins 
wie auch des Kreatinins. 

Daraufhin bekam die Ratte wiederum Kohlenhydrate, und zwar 
die gleiche gemischte Nahrung, die sie zu Beginn des Versuchs be- 


kommen hatte. 
Schon am ersten Tage fiel die Menge des Kreatins im Harn, und am 


dritten Tage verschwand es aus ihm vollkommen. 
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Das gleiche Resultat laBt sich erzielen, wenn die Ratte mit Fleisch 
gefiittert wird, d. h. mit kreatinhaltiger Nahrung. Nur ist in diesem 
Falle das ganze Erscheinungsbild nicht so scharf und deutlich. Bei 
Fleischnahrung (zusammen mit Brot und Fett) wird im Harn exogenes 
Kreatin ausgeschieden. Wenn man daher aus der Nahrung das Brot 
entfernt, so auBert sich der EinfluB des Kohlenhydrathungers in einer 
Vermehrung des Kreatins im Harn, der neuerliche Ubergang zu ge- 
mischter Nahrung in einer Verminderung des Kreatins, aber nicht in 
einem Neuerscheinen und Verschwinden von Kreatin, wie dies im 
ersten Falle statthatte. Ein diesbeziiglicher Versuch ist in der Tabelle V 
gebracht. 

Tabelle V. 





Gehait der Harnmenge von 2 Tagen an: 


Datum Gesamt-N KreatininsN Kreatin«-N Putter 
g g 8 
6.VI.— 7. VI. 0.79 0.0079 0.0048 Brot, Fleisch, Fett 
8.VI.— 9. VI. 0.79 0.0122 0.0082 | 
10. VI.—11. VI. 0.82 00171 O,OL1S Fleisch u. Fett 
12. VI. —13. VI. 082 | 0.0189 0.0056 
14. VI.— 15. VI. 0.78 0,0076 0.0046 Brot, Fleisch, Fett 


In diesem Versuche wurde der Harn alle 2 Tage gesammelt, und die 
in der Tabelle V aufgezeichneten Zahlen beziehen sich auf den Gehalt 
der betreffenden Harnbestandteile fiir je 2 Tage. 

Aus den Versuchen mit Kohlenhydratentziehung bei weiben Ratten 
sehen wir, daB das Fehlen der Kohlenhydrate in der Nahrung eine iiber 
die Grenzen des Normalen hinausgehende Verstarkung der Prozesse 
endogenen und mit der Bildung von Kreatin in Zusammenhang 
stehenden Eiweibstoffwechsels zur Folge hat und eine verstarkte 
Kreatinausscheidung im Harn hervorruft. Fehlen die Kohlenhydrate 
in der Nahrung, so tritt im Harn der Ratte Kreatin auf, wenn den 
Tieren Kohlenhydrate gegeben werden, so verschwindet das Kreatin 


wieder. 


3. Kreatinausscheidung bei Kohlenhydrathunger von Meerschweinchen. 

Unten ist einer der Versuche von Kohlenhydratentziehung bei 
Meerschweinchen angefiihrt, welcher zeigt, dab auch bei diesen Tieren 
ein enger Zusammenhang zwischen dem Kohlenhydrat- und Kreatin- 
stoffwechsel besteht: Wenn die Kohlenhydratzufuhr mit der Nahrung 
eingestellt wird und der Bedarf an ihnen sich fiihlbar macht, 
geht der normale Kreatinstoffwechsel tiber seine normalen Grenzen 
hinaus und es beginnt eine verstarkte Bildung von Kreatin, das im 
Harn zur Ausscheidung kommt. 


lo* 
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In diesem Versuche (Tabelle V1) bekam das Meerschweinchen (ein 
511g schweres Mannchen) zuerst normales Futter, bestehend aus 24 g 
Heu und 21 g Schwarzbrot. 





Tabelle VJ 

Gehalt der Harnmenge von 1 Tag an 
Datum Gesamt-N | Kreatinin-N | Kreatin-N Futter 

& 8 & 
3. V. 0,0935 0,0041 —_ 
- > rte pone 7 Normal; Heu und Brot 
6. V. 0.0847 0,0031 _ 
;& 2 0.3520 0.0028 0.0027 | 
8. V. 0.4380 0.0032 0.0042 Kohlenhydratfreies Futter 
9. V. 0.5000 0.0020 0.0073 | 


Am fiinften Tage wurde dieses Futter durch ein isodynames, 
kohlenhydratfreies ersetzt, das aus 18 g HiihnereiweiB und 0,4 g Fett 
bestand. 

Unmittelbar nach diesem Ubergang an kohlenhydratfreier Nahrung 
begann die Ausscheidung von Kreatin, das bei normaler Nahrung im 
Harn ganz und gar fehlte. Am zweiten Tage der Kohlenhydratentziehung 
wurde schon mehr Kreatin ausgeschieden als Kreatinin, dessen Menge 
gegeniiber der normalen Ernahrung sich nicht veranderte. 

Die vermehrte Ausscheidung an Gesamtstickstoff bei Kohlen- 
hydrathunger ist auf den vermehrten Stickstoffgehalt der Nahrung 
zuriickzufiihren. 

Beim Kohlenhydrathunger ruft bei den Meerschweinchen ein Uber- 
schuB an NahrungseiweiB keinen Stillstand in der Kreatinausscheidung 
durch den Harn hervor. Sie gleichen in dieser Hinsicht den Kaninchen. 


4. Einflu8 des Glycerins auf die Kreatinausscheidung. 

Die vorhergehenden Versuche zeigten den engen Zusammenhang 
zwischen Kohlenhydrat- und Kreatinstoffwechsel. Sowie der tierische 
Organismus an Kohlenhydraten Mangel empfindet, so beginnt auch schon 
die Bildung und Ausscheidung von Kreatin. 

Wenn nun ein derartiger Zusammenhang zwischen Kohlenhydraten 
und Kreatin wirklich besteht, so erscheint es auBerordentlich interessant, 
den EinfluB jener Verbindungen auf die Kreatinausscheidung zu unter- 
suchen, die bei Abwesenheit von Kohlenhydraten in der Nahrung als 
Ausgangsmaterial in der Bildung von Kohlenhydraten im Kérper auf- 
treten, sich selbst in Kohlenhydrate umwandeln und dadurch den 
Bedarf des Organismus an dieser Energiequelle decken kénnen. 
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Von diesem Gesichtspunkte aus zog das Glycerin unsere Aufmerk- 
samkeit auf sich, beziiglich dessen in der Literatur sich Angaben 
finden, denen zufolge es sich in Kohlenhydrate umzuwandeln vermége. 

Kilz') konstatierte eine starke Vermehrung (auf 40 bis 200g) der 
Zuckermenge im Harn von Diabetikern nach Einnahme von 150 bis 200 ¢ 
Glycerin. Cremer®) fand, daB bei Hunden bei Phlorrhizindiabetes auf 
Fiitterung von 90 g¢ Glycerin der Zucker im Harn sich vermehrte (im Mittel 
um 50g), was Héckendorf*) bestitigte. Eine noch stirkere Bildung yon 
Zucker aus Glycerin stellte Luthje (1904) in Versuchen an einem Hunde 
fest, dem die Bauchspeicheldriise entfernt worden war. Bei solchen Hunden 
war die Fiitterung mit Glycerin stets mit Ausscheidung von gréBten Zucker- 
mengen im Harn festzustellen, die sich weder aus den Glykogenreserven, 
noch aus dem Eiwei8 herleiten lieBen. UCherhaupt rief in allen diesen Ver- 
suchen die Fiitterung mit Glycerin eine derartig starke Zuckerausscheidung 
hervor, daB man seine Entstehung nur mit einer direkten Umbildung von 
Glycerin in Zucker zu erkliren vermag. Schmitz*) fand, daB bei der kiinst- 
lichen Durchblutung einer Leber mit Blut und beigefiigtem Glycerin letzteres 
rasch verschwand. Warscheinlich wandelte sich auch hier das Glycerin 
in Zucker um, wodurch eben die Verminderung der Glycerinmenge am Ende 
der kiinstlichen Ernihrung hervorgerufen wurde. 

Alle diese Untersuchungen lieben es erwarten, dab das Glycerin 
auch in jenen Fallen sich in Kohlenhydrate umwandelte, wenn es einem 
hungernden Tiere verfiittert wiirde. Darum wurden auch Versuche 
angestellt, um den EinfluB der Fiitterung von Tieren mit Glycerin 
auf die Ausscheidung von Kreatin beim Hungern zu erforschen. 

Die Versuche wurden an Hunden angestellt, die zuerst normal 
gemischte Nahrung erhielten, bestehend aus Hafergriitze, Schwarzbrot 
und Fetten. Hierauf wurde das Tier hungern gelassen. Da aber das 
Fett keinen Einflu®B hat auf die Ausscheidung von Kreatin im Sinne 
einer Verminderung desselben, so wurden die Hunde nicht ganz, sondern 
nur teilweise hungern gelassen, indem sie taglich 25g Fett erhielten 
(ausgenommen Wasser, das ihnen wie gewéhnlich gegeben wurde). 
Bei einem solchen Hungerregime begann die Ausscheidung von Kreatin 
im Harn, und wenn sie erst betrachtlicher geworden war, wurde dem 
Tiere Glycerin gegeben. 

Beifolgend seien die Protokolle zweier solcher Versuche wieder- 
gegeben (Tabelle VII und VIII). 

Im ersten Falle bekam der Hund an den ersten 3 Tagen gemischte 
Nahrung; an diesen Tagen fand sich kein Kreatin im Harn. Vom 
vierten Tage an wurde der Hund einer unvollkommenen Nahrungs- 


1) Kiilz, Beitr. z. Pathol. u. Ther. des Diabetes 2, 181, 1875. 

2) Cremer, Ergebn. d. Physiol. 1, 872, 1902; Miinch. med. Wochenschr. 
944, 1902. 

8) Héckendor{, diese Zeischr. 23, 281, 1910. 

*) Schmitz, ebendaselbst 45, 18, 1912. 
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Tabelle VII. 
Gehalt der Harnmenge von 1 Tag an 
Datum Gesamt-N AmmoniaksN Kreatinin-N  Kreatin-N, Futter 
7 ~ 2 & 
3. IX. 2.083 0,146 0.1053 _ | 
4. 1X. 1.984 0,134 0.1187 —_— Normale Nahrung 
5.IX. | 2,175 0.227 0.1023 — 
6. IX. 1,644 0,211 0,0863 — 
7. 1X. 1,846 0,264 0.0908 0.0122 | 50 F 
8. IX. 1,787 0,273 0,0930 00316 | “se 
9. IX. 2,232 0.370 0.13138 0,0473 | 
10, 1X. 2,077 0,136 0,1049 0,0154 25 g Fett + 200 g Glycerin 
11. TX. 1,966 0,108 0,0945 - 2g . + 100g - 
12, IX. 1.898 0,163 0.0990 _ 254g . + 100g Starke 


entziehung unterworfen und bekam bloB 25 g Fett. Schon am zweiten 
Hungertage zeigte sich eine geringe Kreatinmenge im Harne. Am 
siebenten Versuchstage (dem vierten Hungertage) war die Kreatinmenge 
des Harns schon recht ansehniich und deshalb bekam das Tier am achten 
Tage 200 g Glycerin. Die Ausscheidung von Kreatin fiel am selben Tage 
noch ganz auberordentlich und am neunten Tage, an dem das Tier 
nochmals 100g Glycerin bekam, verschwand das Kreatin giinzlich 
aus dem Harn. Es fehlte auch am zehnten Tage nach Verabreichung 
von 100g Starke. Die Fiitterung des Hundes mit Glycerin hatte das 
Aufhéren der Kreatinausscheidung zur Folge. 


Tabelle VIII. 





Gehalt der Harnmenge von 1 Tag an 





Datum Gesamt«N Kreatenin:N Kreatin:N Futter 
8 & & 
15. IX. 1,634 0,0893 — ees 
16, IX. 1,960 0,1008 — —— 
17, IX. 1,613 0,0945 _ 
18. IX. 1,736 | 0,0893 ooo | — 
19, IX. 1,837 0.0789 | 0.0256 | —— 
20, 1X. 1,957 0.0930 | 0.0595 
Te GBI | ORT | ORE seg ian +254 Fe 
23. IX. 1,987 0.1101 | — Normal 


Im zweiten Versuch (Tabelle VIII) kam das gleiche zur Beobachtung. 
Bei normaler Nahrung, bestehend aus 75 g Haferbrot, 75 g Schwarzbrot 
und 7g Fett, mit einem Energiewert von ungefihr 520Cal (bei 
8.8 kg Kérpergewicht des Hundes), fand sich im Harn bloB Kreatinin 
(am ersten bis dritten Tage). Beim Ubergang auf 25g Fett erschien 
Kreatin im Harn und seine Menge erreichte am sechsten Tage 0,0595 g 
(Stickstoff). Am siebenten Tage bekam das Tier 100g Glycerin und 
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ebensoviel auch am achten Tage. Das Resultat war: Am siebenten 
Tage eine starke Verminderung des Kreatingehalts im Harn und am 
achten Tage sein vollstandiges Verschwinden aus demselben. 

Aus diesen Versuchen ist zu ersehen, daB die Fiitterung von Hunden 
mit Glycerin Verschwinden der durch Hunger hervorgerufenen Kreatin- 
ausscheidung zur Folge hat. Das Glycerin hatte also auf die Ausscheidung 
und Bildung des Kreatins einen solchen EinfluB, wie die Kohlen- 


hydrate. 
Diese Wirkung des Glycerins laBt sich nur damit erklaren, daB 
es sich in Kohlenhydrate umwandelt. Eine derartige Umwandlung 


stellt absolut nichts Unwahrscheinliches dar. Der tierische Organismus 
empfindet in diesem Falle gerade so wie beim Phlorrhizin- oder Pankreas- 
diabetes Mangel an Kohlenhydraten und wandelt darum das Glycerin 
in solche um. 

Lang*) fand, daB das Glycerin auf die durch Hungern hervor- 
gerufene Acetonkérperausscheidung ebenso einwirkt, wie die Kohlen- 
hydrate. Die Acidose vermindert sich beim Hunger stark, wenn man 
dem Tiere eine geringe Menge von Kohlenhydraten verabreicht. Fast 
gleich stark vermindert sich die Ausscheidung der Acetonkérper bei 
der Verabreichung von Glycerin (per os). Der EinfluB des Glycerins 
auf die Acetonurie, ebenso wie auf die Kreatinurie laBt sich mit der 
Umwandlung des Glycerins in Zucker erkliren; in beiden Fallen fehlten 
dem tierischen Organismus die Kohlenhydrate. 


5. EinfluB der Milehsiure auf die Kreatinausscheidung. 
Eine weitere Verbindung, fiir welche der Ubergang in Kohlen- 
hydrate gezeigt werden konnte, ist die Milchsiure. Deshalb wurden 
auch mit ihr ebensolche Versuche angestellt, wie mit Glycerin. 


Der erste Hinweis iiber die Méglichkeit einer Zuckerbildung aus Milch- 
siure findet sich in der Arbeit von Neuberg und Langstein®). Embden und 
Salomon ®) stellten die Umwandlung von Milchsiiure in Glucose bei Hunden 
mit Pankreasdiabetes fest: Sie fanden, daB die Zuckermenge des Harns 
pankreasloser Hunde nach Fiitterung mit Milchsiure in die Héhe ging 
(von rund 10g auf ungefaihr 50g). Mendel und Lusk*) fanden, daB auch 
beim Phlorrhizindiabetes der Zuckergehalt des Harns bei Hunden nach 
der Einfiihrung von Milchsiure sich vermehrte. Parnas und Baer®) (1912) 
wiederholten diese Versuche von Mendel und Lusk und fanden, daB die 
Milchsiiure sich (im Kérper von Kaninchen beim Phlorrhizindiabetes) 
in Glykose umwandelte. Weiter stellten sie fest, daB iiberlebende Leber 


1) Lang, diese Zeitschr. 9, 456, 1915. 

*) Neuberg und Langstein, Arch. f. (Anat. u.) Physiol. 1903, 8. 514. 
3) Embden und Salomon, Hofmeisters Beitrige 6, 63, 1906. 

*) Mendel und Lusk, Amer. Journ. of Physiol. 16, 129, 1906. 

5) Parnas und Baer, diese Zeitschr. 41, 386, 1919. 
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von Schildkréten bei kiinstlicher Ernihrung mit defibriniertem und mit 
Sauerstoff gesattigtem Biute Milchsaure in Glykogen umwandelte. Kocher') 
fand, daB die Milchséure gleich den Kohlenhydraten eine gewisse Schutz- 
wirkung auf den EiweiBstoffwechsel ausiibe. Die Ausscheidung von Stick- 
stoff bei Hunden wihrend des Hungerns vermindert sich fast gleich stark 
bei ihrer Fiitterung mit Traubenzucker (95 und 75g) und mit Milchsaiure 
(100 und 80g). 

Es lieB sich erwarten, dab die Bildung von Kohlenhydraten aus 
Milchsiure auch bei normalen Tieren stattfindet, wenn sie hungern 
gelassen wiirden, und da darum die Fiitterung mit Milchsaure gleich- 
bedeutend sein miisse mit der von Kohlenhydraten. 


In den Tabellen LX und X bringen wir zwei Versuche mit Milchsaure. 


Tabelle 1X. 





Gehalt der Harnmenge von 1 Tag an 


Datum Gesamt-N KreatinineN  Kreatin«N Futter 
e ~ - 
25. VI 2,153 0,126 0,002 
26. V1. 2,268 0,128 0,049 25g Fett 
27. VI. 2,456 0,130 0,031 
28. VI. 2,035 0113 0,009 ; , 
29. VI. 1,864 0.121 | 0,004 ng SE + Bg 
30. VI. 3,560 0,120 0,012 100 g EieiweifB + 25 g Fett 


Im ersten Versuch (Tabelle 1X) bekam der 15 kg schwere Hund 
bis zum 23. Juni normale gemischte Nahrung und vom 24. Juni an 
wurde er hungern gelassen. Das Hungern war wie bei dem Versuch 
mit Glycerin kein vollkommenes: Es wurden bloB das Eiweif und die 
Kohlenhydrate aus der Nahrung entzogen und dem Hunde tiglich 
25g Fett gegeben. 

Der Harn enthielt am 27. Juni bereits 0,08 g Kreatin; daraufhin 
wurden dem Hunde am 28. Juni friih 50 g Milchsaiure per os eingegeben 
(in Form von milchsauren Natron). Es kam sofort zu einer Ver- 
minderung der Kreatinausscheidung und die Stickstoffmenge des 
Kreatins fiel von 0,031 g¢ auf 0,009 ¢. Am folgenden Tage bekam der 
Hund abermals 50g Milchsiure, worauf die Kreatinausscheidung 
noch mehr fiel. 

Am 30. Juni fand sich im Harn wieder mehr Kreatin, obgleich 
das Tier 100g EiweiB erhalten hatte. 

Das Resultat dieses Versuchs besteht darin, daB die Verabreichung 
von Milchsiure bei dem hungernden Hunde einen sofortigen Abfall 
in der Kreatinausscheidung zur Folge gehabt hatte. 


1) Kocher, Journ, of biol. Chem, 25, 571, 1916. 
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Ein gleiches sehen wir bei dem Versuch, dessen Protokoll in der 
Tabelle X wiedergegeben ist. 

Nach dem Ubergang zu reiner Fettnahrung trat im Harn des 
13 kg schweren Versuchstieres (Hund) Kreatin auf. Am 5. August 
war der Harn bereits ziemlich reich an ihm, enthielt ungefahr 0,088 g. 
Daraufhin wurden dem Hunde 50g Milchsiure gegeben. Die Aus- 
scheidung von Kreatin sank augenblicklich.. Nach neuerlicher Ver- 
abreichung von Milchsaure wurde der Abfall in der Kreatinausscheidung 
noch stirker, und am 8. August fanden sich im Harn nur 0,004 g¢ 
Kreatin, d. h. neunmal weniger als vor der Verfiitterung der Milchsiure. 
Die verabreichte Menge von Milchsiure zeigte sich unzureichend, 
um die Prozesse des endogenen Eiweilstoffwechsels in die Grenzen 
des Normalen zuriickzufiihren und damit ein vollstandiges Versiegen 
der Kreatinausscheidung zu veranlassen. 





Tabelle X. 
Gehalt der Harnmenge von 1 Tag an 
Datum Gesamt-N KreatinineN Kreatin«N Putter 

& & 8 
3. VII. 1,678 0.108 o— 
4. VIII. 1,729 0,100 0,018 25 g Fett 
5. VIL. 1,820 O.115 0032 = | 
6. VIII. 1,650 0,110 0.020 
7. VII. 1475 0,095 0,006 50g Milchsaure + 25 g Fett 
8. VIII. 1,520 0,106 0,004 | 
9. VIII. 1315 0,098 ~- 100 g Starke + 25g Fett 


Auf diese Weise zeigen uns alle analogen Versuche, daB die Fiitterung 
von Tieren mit Milchsaiure ein jahes Absinken der durch Hunger her- 
vorgerufenen Kreatinausscheidung zur Folge hat. 


Uns ist die Fahigkeit der Milchsiure, sich in Kohlenhydrate zu 
verwandeln, bekannt, sobald die Kohlenhydratreserven des Tieres im 
Kérper zur Neige gehen. Deshalb ist auch in diesen Versuchen die 
Umwandlung der Milchsiure in Zucker anzunehmen und damit ihre 
Einwirkung auf die Kreatinausscheidung zu erklaren. 


Diese Versuche sind gleich wie jene der Glycerinfiitterung hungern- 
der Hunde ein weiterer Beweis dafiir, dab zwischen dem Kohlenhydrat- 
und Kreatinstoffwechsel ein enger Zusammenhang besteht. Die Aus- 
scheidung von Kreatin kommt bei hungernden Tieren nicht nur bei 
Fiitterung mit Kohlenhydraten selbst zum Stillstand, sondern auch 
nach Verabreichung solcher Verbindungen, die Ausgangspunkt fiir die 
Bildung von Zucker im Tierkérper sein kénnen. 
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6. EinfluB der Kohlenhydrate auf den Kreatinstoffwechsel in den 
Muskeln bei Abkiihlung'). 

In einer meiner friiheren Arbeiten fand ich bei der Untersuchung?) 
der Ausscheidung von Kreatin und Kreatinin bei Abkiihlung (wobei 
Glykosurie auftritt), da bei Kaninchen infolge starkerer Abkiihlung 
die eine betrachtliche Temperaturerniedrigung ihres Kérpers nach sich 
zieht, im Harn Kreatin auftritt. Diese Kreatinausscheidung erreichte 
nicht immer die gleiche Héhe und war um so geringer, je reichlicher 
die Nahrung der Tiere gewesen war und je gréBer besonders ihr Gehalt 
an resorbierbaren Kohlenhydraten war. 

Wenn bei der gewéhnlichen Nahrung des Tieres tags vorher und am 
Tage des kalten Bades ein geringer Ubersechu8 an Kohlenhydraten (in 
Form von Traubenzucker) verabreicht worden war, so verursachte die 
Abkiihlung kein Auftreten von Kreatin im Harn. 

In einer meiner anderen Arbeiten®) zeigte ich, daB die Abkiihlung 
deshalb zur Kreatinurie fiihre, wei] sie zu erhéhter Bildung von Kreatin 
in den Maskeln AnlaB gibt, das als solches in den Harn iibergeht, ohne 
Zeit zu einer Umwandlung in Kreatinin zu haben; es zeigte sich, daB nach 
einer mit starkerem Warmeverlust verbundenen Abkiihlung (von 39 auf 
30°C) der Kreatingehalt in den Muske]n im Einklang mit den zum Zwecke 
der chemischen Wiarmeregulierung verstirkten Prozessen  ansteigt, 
12 Stunden nach der Abkiihlung seinen Héhepunkt erreicht und hernach 
wieder abfallt, um 42 bis 48 Stunden nach dem Bade zur Norm zuriick- 
zukehren. 

Auf Grund dieser Resultate lieB sich annehmen, da die durch 
die Abkiihlung hervorgerufene Kreatinurie sich durch die Verab- 
reichung von Kohlenhydraten im UberfluB ganz unterdriicken lassen 
kénnte, indem sie in diesem Falle ganz zur Bildung von Lactacidogen 
verwendet wiirden und eine fiir die betreffende Synthese ausreichende 
Cnergie lieferten, um damit das MuskeleiweiB vor dem Zerfall zu 
bewahren. 

Die folgenden Versuche hatten den Zweck, diese Annahme auf 
ihre Richtigkeit zu priifen; ihr Ziel war aufzuklaren, ob Kohlenhydrate, 
im Uberflu8B dem Tierkérper zugefiihrt, einen Einflu8 haben auf den 
durch die Abkiihlung gestérten Kreatinstoffwechsel in den Muskeln 
oder nicht. 

Die Versuchsanordnung war im allgemeinen die gleiche wie bei 
den friiher angestellten Untersuchungen tiber den EinfluB der Ab- 
kithlung auf den Kreatingehalt in den Muskeln, mit dem Unterschied, 
da diesmal auBer der gewéhnlichen Nahrung (Hafer und Heu im 
UberfluB) die Kaninchen einige Stunden vor dem kalten Bade ver- 


1) Nach gemeinsam mit Dr. 4. Kudrjawzewa ausgefiihrten Versuchen, 
2) A. Palladin, diese Zeitschr. 136, 353, 1923. 
8) A. Palladin und Kudrjawzewa, diese Zeitschr. 1338, 89, 1922. 
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schiedene Mengen von Traubenzucker bekamen, der mit Hilfe einer 
Magensonde per os eingefiihrt wurde. 

Wie friiher, so auch jetzt, wurden die Kaninchen in verschiedenen 
Zeitriumen nach dem kalten Bade getétet (die einen nach 12, andere 
nach 18 Stunden usw.) und hierauf unverziiglich der Kreatingehalt 
der Muskeln festgestellt. 

Die Versuche zeigten, daB das kalte Bad, das nach der Verabreichung 
von Glykose gegeben wurde und die Kérpertemperatur ebenso stark 
herabsetzte, viel schwacher auf den Kreatinstoffwechsel in den Muskeln 
einwirkte, weshalb auch ihr Kreatingehalt nicht eine derartige Héhe 
erreichte, als dies bei der Abkiihlung ohne vorhergegangene Verab- 
reichung von Traubenzucker der Fall war. 


Hier die Protokolle von drei derartigen Versuchen. 


Versuch vom 2. April. 

Kaninchen, 2000 g schwer; Futter, bestehend aus Hafer, Heu und 
Kleie, in UberfluB. Um 6 Uhr abends Verabreichung von 25g Trauben 
zucker per os. Um 9 Uhr abends kaltes Bad von 11,5°; Dauer 1] Minuten. 
Die Temperatur des Kaninchens vor dem Bade 39°, nach dem Bade 30°. 
Am niichsten Tage 3 Uhr nachmittags, d. h. also 18 Stunden nach dem 
Bade, wurde das Kaninchen getétet und die Muskeln sofort auf Kreatin 
untersucht. Gefunden wurden 0,545 Proz. Kreatin, 


Versuch vom 4. Mai. 

Kaninchen, 2200g schwer; um 9 Uhr abends Einfiihrung von 20¢ 
Traubenzucker per os. Am niichsten Tage 10 Uhr friih Einfiihrung von 
20 g¢ Glykose per os, um 5 Uhr nachmittags Einfiihrung von 20 g Trauben- 
zucker subkutan!). Um 10 Uhr abends kaltes Bad von 8°C; Dauer 18 Mi- 
nuten. Die Temperatur des Kaninchens vor dem Bade = 39°C, nach dem 
Bade 30°C; am folgenden Tage 2 Uhr nachmittags, das sind 16 Stunden 
nach dem Bade, wird das Kaninchen getétet. In den Muskeln wurden 
0,551 Proz. Kreatin gefunden, 

Versuch vom 17. Mai. 

Kaninchen, 1780 g¢ schwer. Um 12 Uhr Einfiihrung von 20 g Trauben- 
zucker per os. Um 10 Uhr abends kaltes Bad; seine Temperatur war 10,5°, 
seine Dauer 20 Minuten. Die Temperatur des Kaninchens vor dem Bade 39°, 
nach dem Bade 30°, Am nichsten Tage um 10 Uhr friih, d. h. 12 Stunden 
nach dem Bade, wird das Kaninchen getétet. In den Muskeln finden sich 
0,552 Proz. Kreatin. 

Aus diesen Protokollen ist zu sehen, daB die bei diesen Versuchen 
erzielte Abkiihlung nur eine geringe Kreatinbildung in den Muskeln 
zur Folge hatte: 12 Stunden nach dem Bade fanden sich in ihnen 
0,552 Proz. Kreatin, nach 18 Stunden 0,545 Proz. (normal 0,525 Proz.). 
Wenn den Kaninchen kein Traubenzucker gegeben wurde, so stieg 


1) Am 3. April und 4. Mai fraB das Tier sein gewéhnliches Futter 
(Hafer und Heu). 








156 A. Palladin: Zur Frage nach dem Zusammenhang usw. 


der Kreatingehalt in den Muskeln viel héher, erreichte nach 12 Stunden 
0.618 bis 0,634 Proz. Kreatin oder nach 18 Stunden 0,605 bis 0,620 Proz. 
In Abb. 1 sind die Resultate beider Versuchsreihen zusammen- 


gestellt. 











} 
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Abb. 1. Die Kurven zeigen den EinfluB der Abkiihlung auf den Kreatingehalt der 
Muskeln von Kaninchen bei gewdhnlicher Nahrung (die obere Kurve) und bei 
Uberschug an Kohlenhydraten (nach Eintihrung von Traubenzucker — die untere 
Kurve). In beiden Fallen erhéht sich nach der Abkihlung der Kreatingehalt und 
fallt dann wieder zur Norm herab, im ersten Falle ist aber der Anstieg der 
Kurve viel starker und steiler. 0-Moment der Abkiihlung. 


0 6 ®@ 


An der Kurve ist deutlich zu sehen, daB die Abkiihlung auf den 
Kreatinstoffwechsel in den Muskeln eine schwiachere Wirkung dann 
ausiibt, wenn der tierische Organismus einen UberfluB von Kohlen- 
hydraten besitzt, und eine starkere, wenn ein derartiger UberfluB 
nicht vorhanden ist. Im ersten Falle (die untere Kurve) erfolgt die 
Bildung von Kreatin in den Muskeln in geringerem Grade, und die 
Kurve, welche den Kreatingehalt in den Muskeln zu verschiedenen 
Zeiten nach der Abkihlung illustriert, erhebt sich nicht besonders 
hoch und geht allmahlich aufwarts; im zweiten Falle kommt es zu 
einem gréBeren Zerfall von Muskeleiweib, der mit einer jahen Ver- 
stirkung von Kreatinbildung einhergeht, und die Kurve erhebt sich 
steil zu bedeutender Héhe und fallt hernach langsam zur Norm herab. 

Bei geringem Anstieg des Kreatingehaltes in den Muskeln hat 
dieses auf dem Wege zu den Nieren Zeit, sich in Kreatinin umzu- 
wandeln, und deshalb tritt bei kohlenhydratreicher Nahrung nach 
Abkiithlung keine Kreatinurie auf. 

Bei KohlenhydratiiberfluB erfabt die Verstarkung der durch die 
Abkiihlung ausgelésten chemischen Prozesse in den Muskeln in erster 
Linie die Kohlenhydrate und greift nur in geringem Mae in den 
Kreatinstoffwechsel stérend ein; fehlt aber dieser UberfluB, so treten 
auch die Prozesse des Kreatinstoffwechsels weit iiber die normalen 
Grenzen hinaus, was in einem jahen Anstieg des Kreatingehaltes in 
den Muskeln und in seinem Auftreten im Harn so zum Ausdruck 


kommt. 























Uber den autolytischen Abbau 
organischer Phosphorverbindungen in (ieweben. 


Beitrag zur Bedeutung der organischen Phosphorverbindungen. 


Von 
P. Gyorgy. 
(Aus der Heidelberger Kinderklinik.) 


(Eingegangen am 11. Juni 1925.) 


A. Experimenteller Teil. 

Die Bestimmung des anorganischen Phosphors in der Blutfliissigkeit 
gehért heute zu den tiblichen Methoden des klinischen Laboratoriums. 
Die Beurteilung der Floriditat oder die Verfolgung der Heilung det 
rachitischen Stoffwechselstérung setzt — soweit man sich an einen 
streng objektiven Mabstab halten will — die Kenntnis des Blut-(Serum- ) 
Phosphorwertes voraus. Die Zuverlassigkeit der erhaltenen Werte 
erfordert die Einhaltung gewisser Kautelen bei der Bestimmung. So 
mu stets darauf geachtet werden, daB das Serum vom Blutkuchen 
sofort nach der Gerinnung abgetrennt, oder aber, dab bei Ermittlung 
des P-Wertes im Gesamtblut, diese ohne Zeitverlust ausgefiihrt werden 
soll. Als Grund dieser MaBnahme wird die Gegenwart organischer 
P-Verbindungen in den Blutkérperchen bezeichnet, die extravasal 
rasch zerfallen und somit die urspriingliche Menge der anorganischen 
Phosphate bei den itiblichen Bestimmungen gewaltig erhéhen kénnen. 
Der fliissige Anteil des Blutes ist frei von solchen organischen P-Ver- 
bindungen. 

Der Zerfall dieser unbekannten P-haltigen Stoffe wird als ein 
autolytischer bezeichnet. Der Beweis einer fermentativen Tatigkeit bei 
dieser Spaltung ist aber — wenigstens fiir das Blut — bis jetzt noch 
nicht erbracht worden. Nach Feigl, Zucker-Guttman u. a. soll Saure- 
hydrolyse in der Hitze den Zerfall begiinstigen. Dies deutet auf einen 
esterartigen Charakter der urspriinglichen Substanz hin. Andererseits 
konnte Verfasser gemeinsam mit Essinger den Beweis erbringen, dab bei 
Zimmertemperatur und bei saurer Reaktion die Spaltung ausbleibt, 
bei alkalischer Reaktion dagegen beschleunigt zutage tritt. In diesem 
Verhalten wurde eine fermentative Reaktion vermutet, um so mehr, 
als gleichzeitig mit diesen Untersuchungen Sevringhaus iiber gleiche 
Befunde bei der Autolyse der Leber berichtete. Auch hier werden aus 
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organischen P-Verbindungen Phosphate frei; bei alkalischer mehr 
als bei saurer Reaktion. Durch Aufkochen des Leberbreis wurde die 
weitere Spaltung unterbunden. Auch das Embdensche Lactacidogen 
im Muskelgewebe weist bei seiner Spaltung ahnliche Verhiltnisse auf. 

Die in unserer friiheren Arbeit geiuBerte Annahme eines fermen- 
tativen Prozesses entbehrte aber einer gesicherten Begriindung. Diese 
sollte nun im folgenden erbracht werden, mit Einbeziehung auch noch 
anderer Gewebe als des Blutes, um so unsere Kenntnisse iiber diese 
noch wenig studierten, fiir die Physio-Pathologie zweifelsohne sehr 
bedeutungsvollen, organischen Phosphorverbindungen womédglich zu 
erweitern. 

Wir gingen in der Weise vor, da8 wir Blut oder frischen Gewebsbrei, 
hergestellt aus lebenswarmen, vom Schlachthof bezogenen Schweinsorganen, 
mit oder ohne Zusitze sofort oder nach Ablauf von kiirzerer oder langerer 
Zeit auf ihren anorganischen P-Gehalt nach der Methode von Bell-Doisy- 
Briggs analysiert haben. Die fortlaufende Analyse erlaubt, die durch 
Spaltung neu entstandene Menge von Phosphaten zahlenmaBig zu fassen. 
Die in die Tabellen aufgenommenen Werte beziehen sich auf 100g 
feuchte Substanz des untersuchten Gewebes, die wir dann auch in 
Prozenten des Anfangswertes ausgedriickt haben. In einigen Fallen wurde 
der siurelésliche Phosphor, d. h. der im Trichloressigsiéurefiltrat nach 
Veraschung und nicht nach sofortiger Analyse bestimmte P in die Tabellen 
mit aufgenommen. Die Briggssche Modifikation der Bell-Doisyschen 
Methode fanden wir sehr zuverliassig. Die Ablesung darf aber nicht vor 
1 Stunde nach dem Zusammenbringen der Reagenzien erfolgen, denn die 
Farbentiefe erreicht erst nach dieser Zeit ihr Maximum. Nach 3 Stunden 
kann andererseits eine eintretende Reduktion der Molybdansiaure, die sich aber 
vorher nicht stérend bemerkbar macht, die spiitere Ablesung vereiteln. 

Die der Autolyse unterworfenen Proben kamen meist in den Brut- 
schrank (37°) oder aber iiber die Zentralheizung (30 bis 33°), um so den 
autolytischen ProzeB zu beschleunigen. 


I. 

Die Analysen im Blute (Versuch I bis XI) bestatigten zunachst 
unsere friiheren, gemeinsam mit Essinger veréffentlichten Resultate ; 
Hemmung der Spaltung durch Sauren, Férderung durch eine mehr oder 
minder alkalische Reaktion. Sehr alkalische Reaktion (py > 8,4) 
wirkte aber eher wieder leicht hemmend. Bei starker Pufferung, auch 
mit n/2-Lésungen, konnte in der py-Breite von 6,0 bis 7,9 eine Beein- 
flussung der Spaltung nicht festgestellt werden. In diesen physiologi- 
schen Grenzen scheint der Zerfall der organischen P-Verbindungen 
von der H-Ionenkonzentration unabhangig zu sein. 

Von anderen Ionen wirken Ca hemmend, Na und insbesondere 
K férdernd auf die Spaltung ein. Ahnliche Beobachtungen teilte vor 
kurzem Lawaczek an himolysiertem Blute mit. Lactate in gréBerer 
Konzentration tiben einen hemmenden EinfluB aus, waihrend Acetate 
den Zerfall eher beschleunigen. 
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Hamolyse scheint die Spaltung ebenfalls stark zu begiinstigen. 
Nach Ablauf einer gewissen Zeit (nach 6 bis 24 Stunden) ist aber in 
der nicht hamolysierten Blutprobe (ohne jeglichen Zusatz) die Zunahme 
an anorganischem P oft viel gréBer, als in den himolysierten Proben, 
(z. B. Versuche VI, VIII, IX). Die Hamolyse, d. h. eine sichtbare 
Membranschadigung, ist fiir das Eintreten der Phosphatabspaltung 
demnach nicht erforderlich. im Gegenteil: in diesem relativ hyper- 
osmotischen Milieu scheint die Autolyse begiinstigt zu sein. Hier stehen 
wir in einem gewissen Gegensatz zu Lawaczek, der fiir die P-Abspaltung 
in der Hamolyse eine anscheinend unerlaBliche Bedingung erblickt. 

Die Rolle der Hamolyse konnte besonders instruktiv an saponi- 
fizierten Blutproben verfolgt werden. Hier tritt gleich nach der Himolyse 
eine explosive Zunahme des anorganischen Phosphors ein, die aber 
in den nicht saponifizierten Blutproben rasch tiberholt wird. Nach 
6, besonders aber nach 24 Stunden bleiben die anorganischen P-Werte 
in den saponifizierten hinter denen in den unbehandelten Proben weit 
zuriick. Man diirfte mithin von einer Hemmung durch den Saponin- 
zusatz sprechen. Auch hier erfolgt die Phosphatabspaltung am starksten 
in den Proben ohne jeglichen weiteren Zusatz. Die Ca-, H- und OH- 
lonenwirkung lieB sich auch nach Saponifikation nachweisen'). 


1) In diesem Zusammenhange diirfte eine wichtige Beobachtung der 
physikalischen Zellehemie eine kleine Korrektur erfahren. Bekanntlich 
lassen sich die roten Blutkérperchen der verschiedenen Tierarten durch 
Saponin um so leichter himolysieren, je mehr Phosphate, durch Hypotonie 
dagegen, je weniger Phosphate sie enthalten. ,,Da nun nach den Unter- 
suchungen von Hofmeister und Pauli iiber den EinfluB der Salze auf die 
genuinen hydrophilkolloiden EiweiBkérper HPO, ungefihr ebenso wirkt 
wie SO, und Tartrat also mit diesen an einem Ende der bekannten An- 
ionenreihe steht, und da nach Port auch die Hiamolyse durch HP O, ungefihr 
ebenso beeinfluBt wird wie durch SO,, so ist zu vermuten, daB der Anta- 
gonismus zwischen der Hypotonie- und der Saponinhaémolyse darauf beruht, 
daB das Plasma der Blutkérperchen gewéhnlich um so konsistenter ist, je 
héher der HPO,-Gehalt im Innern, da8B dagegen die mit Saponin ver- 
bundenen Plasmakolloide gerade umgekehrt um so labiler sind, je héher 
der HPO,-Gehalt** (Héber, Physikalische Chemie der Zelle und Gewebe, 
5. Aufl., 8.594). Diese Erwaigungen beruhen aber auf der unzutreffenden 
Voraussetzung, daB die Phosphate im Zellinnern stets in freiem Zustande 
existieren. An unserem Beispiel der besonders P-reichen Schweineblut- 
kérperchen konnten wir aber den Beweis erbringen, daB dieser P-Reichtum 
zunichst nicht die elektrodifferenten HPO,-Ionen, sondern allein die 
organischen P-Verbindungen betrifft, aus denen erst allmahlich beim Stehen 
extravasal Phosphationen in Freiheit gesetzt werden. Das verschiedene 
Verhalten der Blutkérperchen von verschiedenen Tierarten gegeniiber 
Hypotonie und Saponin diirfte demnach mit ihrem wechselnden Gehalt 
an organischem P und nicht an anorganischen Phosphaten in Beziehung 


stehen. 
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Besonders beweisend fiir den fermentativen Mechanismus der 
P-Abspaltung sind die Versuche VI, VII und VIII. Erhitzen auf 80°, 
Zusatz von NaF wie auch von Na-Oxalat iiben einen stark hemmenden 
EinfluB auf den Zerfall der organischen P-Verbindungen aus, ahnlich, 
wie wir es bei fermentativen Prozessen zu sehen gewohnt sind. 

Der saurelésliche P iiberstieg stets schon beim Beginn der Autolyse 
die Menge des nach 24 Stunden abgespaltenen anorganischen P. Als 
Muttersubstanz dieser Phosphate diirften demnach organische P- 


Verbindungen der saureléslichen Fraktion, aber auch — wenigstens zu 
einem geringen Teil — Lipoide (,,Lecithin-P**) bedeichnet werden. 
Il. 


Die Verhaltnisse, die wir bei der Autolyse des Blutes kennen- 
gelernt haben, wiederholen sich mit einer beachtenswerten Einférmig- 
keit auch bei der Leber. Die Abspaltung des anorganischen Phosphors 
nimmt mit der Alkalitat der den Gewebsbrei umspiilenden Fliissigkeit 
deutlich zu. Von einer Wiederkehr der Hemmung bei besonders er- 
héhtem py — wie beim Blut — haben wir uns bei der Leber nicht 
iiberzeugen kénnen. Starkere Sauregrade hemmen den Zerfall der 
organischen P-Verbindungen; so insbesonders in Gegenwart von HCl 
wahrend sich Milchséure in dieser Beziehuag weniger wirksam erwies 
(vgl. Versuch XIII). Die Milchsiure diirfte vielleicht durch das iiber- 
lebende Gewebe in irgendwelcher Weise assimiliert verwertet werden. 
So iiben auch Lactatgemische in einer geringeren Konzentration (n/10) 
eher einen leicht fordernden EinfluB auf das Freiwerden von anorgani- 
schen Phosphaten aus (Versuche XIII, XIV), wahrend dagegen bei 
stirkeren Konzentrationen eine Hemmung zutage tritt, wie wir sie 
auch beim Blute gesehen haben. Diese Hemmung kommt bei einem 
Vergleich mit ahnlich konzentrierten Acetatgemischen besonders deut- 
lich zum Vorschein (Versuch XVI). 

Unter den untersuchten Kationen zeichneten sich das K durch eine 
leicht férdernde, und das Ca durch eine auffallend hemmende Wirkung 
aus (Versuch XV). 

Der schon vor dem Beginn der Autolyse bestimmte hohe anorgani- 
sche P-Wert schwankt zwischen 41,7 bis 76,3 mg pro 100g feuchter 
Substanz, betragt demnach das 10fache der im Blute priformiert ge- 
fundenen Phosphatzahl. Aus diesen Werten auf die Verhaltnisse in 
vive zu schlieBen, wire aber sicherlich verfehlt Wir dirften eher 
annehmen, daB die Autolyse in den von uns untersuchten Geweben, 
so auch in der Leber, nicht erst dann beginnt, wenn wir die in Breiform 
gebrachten abgewogenen Portionen mit den verschiedenen Suspensions- 
fliissigkeiten vermischt in den Brutschrank oder tiber die Heizung 














Autolytischer Abbau organischer Phosphorverbindungen. 161 


stellen, sondern, daB sie sofort nach dem Tode der Tiere schlagartig 
einsetzt und schon beim Beginn unserer Versuche durch den Zerfall 
der organischen P-Verbindungen den Wert der wirklich in vivo pra- 
formierten Phosphate vielleicht ins Vielfache steigert. Nach 24 Stunden 
erhalten wir Phosphatzahlen in der Héhe von 150 bis 200 mg-Proz., 
die uns deutlich die gewaltige Menge der durch die Autolyse unter- 
gegangenen organischen P-Verbindungen vor Augen fiihren. Im Blute 
erfolgt die Autolyse, insbesondere bei intakten Blutkérperchen viel 
langsamer als in der Leber. Dort weist der fliissige Anteil, das Serum, 
meist gleiche oder sogar etwas gréBere Mengen an priformierten an- 
organischem P auf, als die Blutkérperchen. Wenn wir uns nun per 
analogiam der Annahme bedienen, daB auch in den Leberzellen in vivo 
die anorganischer, Phosphate sich in gleicher GréBenordnung bewegen, 
als in der umspiilenden Blutfliissigkeit (vielleicht nur etwas mehr), 
so werden bei der 24stiindigen Autolyse 30- bis 40fache Mengen des 
praformierten anorganischen Phosphors aus den organischen P-Ver- 
bindungen der Zelle frei. Daraus diirfte wohl der SchluB zulassig sein, 
da in den Zellen der anorganische Phosphor an Bedeutung hinter den 
gewaltigen potentiellen P-Reserven dieser zunachst noch unbekannten 
phosphorhaltigen Substanzen zuriicksteht 


Die Verhiltnisse bei der Autolyse der Niere stimmen vollig mit 
denen bei der Leber iiberein. Auch hier finden wir eine Hemmung bei 
HCl- und Milchsaurezusatz, eine Férderung dagegen durch OH-lonen. 
In der py-Breite zwischen 6,0 bis 7,9 bleibt die Spaltung in ihrer GréBen- 
ordnung ziemlich konstant mit einem kaum ausgepragten Maximum 
beim py 7,0. Fiir die physiologisch wichtigen pg-Werte konnten dem- 
nach bei der von uns verwendeten Methodik gréBRere Intensitatsunter- 
schiede im Zerfall der organischen P-Verbindungen nicht wahrgenommen 
werden. Die hemmende Wirkung des Ca-Kations lieB sich eindeutig 
nachweisen, ebenso die Hemmung in der Gegenwart starker Konzen- 
trationen an Lactatanionen. Die Férderung durch K kam bei der Niere 
nicht recht zur Geltung, wahrend sich Na neutral verhielt. 

Fiir die beim Beginn der Versuche bestimmten anorganischen 
P-Werte gelten die gleichen Einwendungen, die wir im letzten Abschnitt 
auch fiir die Leber als berechtigt anerkannt haben. Nach 24stiindiger 
Autolyse erhielten wir Werte, die sich ebenso wie bei der Leber meist 
zwischen 150 bis 200 mg-Proz. bewegten. Demnach miissen auch die 
Nierenzellen groBe potentielle Reservemengen an organischen P-Ver- 
bindungen enthalten, aus denen anorganische Phosphate abgespalten 
werden kénnen. 


Biochemische Zeitschrift Band 161. ll 











162 P. Gyorgy: 


IV. 

Die Autolyse des Gehirns laBt die gleichen Gesetzmabigkeiten 
erkennen, die wir im vorstehenden erértert haben; starke Spaltung 
bei alkalischer, Hemmung bei saurer Reaktion. In der physiologischen 
Schwankungsbreite der H-lonenkonzentration (py = 6,0 bis 7,9) 
lie sich kein Optimum nachweisen. Lactatanion in geringer Kon- 
zentration fordert, in starker Konzentration hemmt die P-Spaltung. 
Der wiederholt besprochene EinfluB des Ca-lons erginzt noch das Bild. 
Es ist auffallend, besonders bei dem Parallelismus zum Verhalten der 
Blutkérperchen, daB im Hirnbrei ohne jeglichen Zusatz die Autolyse 
zunichst verspatet eintritt, dann aber die in den mit Zusatz versehenen 
Proben rasch einholt und sogar iibersteigt (Versuch X X11). 

Die nach 24stiindiger Autolyse durch Spaltung entstandene 
Menge der Phosphate liegt merklich tiefer, als bei der Autolyse der Leber 
und der Niere; sie bewegt sich meist um etwa 100 mg-Proz. Der Zerfall 
erfolgt mit einer geringen Geschwindigkeit, mit einem nur allmihlichen 
Anstieg. 

V. 

Der Phosphatspaltung im Muskelgewebe unter verschiedenen 
Bedingungen, so auch im Hinblick auf die Wirkung von Ionen hat die 
Embdensche Schule in den letzten Jahren eine groBe Anzahl wertvoller 
Beitrige gewidmet. Wir haben uns demnach auf nur einige orientierende 
Versuche beschranken kénnen, um so den Zusammenhang mit unseren 
an anderen Geweben ausgefiihrten Untersuchungen organischer ge- 
stalten zu kénnen. Eine weitere Ergainzung zu unserer Problemstellung 
glaubten wir weiterhin durch die Wahl des untersuchten Muskelgewebes 
erreichen zu kénnen, durch Versuche am Herzmuskelgewebe. Die 
Versuchsresultate der Embdenschen Schule erméglichten sodann einen 
Vergleich im Verhalten der Skelett- bzw. der Herzmuskulatur. 

Unsere Ergebnisse stehen mit den Befunden der Embdenschen 
Schule im besten Einklang. Wiederum Férderung der Spaltung durch 
OH-lonen, wie sie mit Acetatgemischen selbst noch im Bereich 
Py = 6,0 bis 7,9 gut reproduzieren labt, Hemmung durch H-lonen. Das 
Lactatanion in geringer Konzentration scheint die Abspaltung des 
anorganischen P zu begiinstigen (Versuch X XIX), bei starkerer Kon- 
zentration dagegen zu hemmen, wie das uns aus unseren Untersuchungen 
an anderen Organen schon geliufig ist. Hier erfolgt die Hemmung 


stirker bei alakalischer, als bei saurer Reaktion, so, daB die bei der 
Anwendung von Acetatgemischen beobachtete H-lonen-Optimumreihe 
eine Umkehr zeigt (Versuch XXX). Eine leichte Férderung durch K 
und Hemmung durch Ca gilt nur als Wiederholung des schon in den 
friiheren Abschnitten Gesagten. 
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Mit der Annahme, daB der P-Abspaltung im Stoffwechsel der Zelle 
und der Gewebe eine erhebliche Bedeutung zukommt, riickt auch der 
Gedanke nahe, da} different wirkende organische Substanzen, so auch 
Pharmaka ebenso wie die lonen (vielleicht auch nur durch Vermittlung 
von lonen) den Zerfall der organischen P-Verbindungen erheblich zu 
beeinflussen vermégen. In der Tat zeigte Zusatz von Digipurat zum 
Herzmuskelbrei eine friiher oder spater auftretende, aber stets deutliche 
Beschleunigung des Spaltungsprozesses. Irgendwelche Schliisse aus 
diesen vereinzelten Experimenten sollen nicht gezogen werden, sie 
dienen nur zur Illustrierung und zur Bestatigung der Beeinflubbarkeit 
der P-Abspaltung durch differente Pharmaka. 

Die nach 24 Stunden autolytisch frei gewordene Menge von an- 
organischem P weist die gleiche Grélienordnung auf (etwa 100 mg-Proz.), 
wie wir sie bei der Hirnautolyse gefunden haben, und liegt; mithin tiefer 
als bei der Leber- und Nierenautolyse. 


Vi. 

Wiahrend die Menge des siureléslichen P im Blute schon beim Beginn 
der Autolyse stets héher gelegen gefunden wurde, als die jeweils nach 
24stiindiger Autolyse entstandene Menge von anorganischem P, und 
wir so annehmen konnten, daB die Phosphate aus Fraktionen entstehen, 
die im saureléslichem P vorher mitbestimmt wurden, sind die Werte 
fiir den saureléslichen P in den Geweben (Leber, Hirn, Niere) meist 
viel zu niedrig, um eine ahnliche Annahme zu erlauben. Ob in diesem 
Punkte zwischen Blut einerseits und den Geweben andererseits prin- 
zipielle Unterschiede bestehen, kann zunichst bei der geringen Anzahl 
der darauf gerichteten Versuche nicht entschieden werden und mu 
noch weiteren Untersuchungen vorbehalten bleiben. 


B. Besprechung der Versuchsergebnisse. 


Ohne auf die chemische Identitaét der zum gréBten Teil noch unbe- 
kannten organischen P-Verbindungen in den verschiedenen Geweben 
Schliisse ziehen zu diirfen, zeichnet sich die Gruppe dieser Stoffe durch einen 
weitaus Ahnlich verlaufenden Zerfallsmechanismus in den verschiedenen 
Geweben aus. 

RegelmaBig lieB sich nachweisen, daB die Entstehung anorganischer 
Phosphate aus der organischen Muttersubstanz geférdert wird durch OH, 
durch geringe Konzentration von Lactationen, wie auch durch K, gehemmt durch 
H-, Ca-lonen, starke Lactatkonzentrationen. Hyperosmose (vielleicht eine 
nur relative Hyperosmose) scheint den Zerfall nach anfanglicher Hemmung 
zu beschleunigen. Beim Herzmuskel wies Digipuratzusatz eine ahniiche 
Wirkung auf. 


11* 
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Am Beispiel des Blutes lieB es sich zeigen, daB die Abspaltung des 
anorganischen Phosphors auf einen fermentativen ProzeB zuriickzufiihren 
ist. Sie wird durch Hitze und Fermentgifte (NaF, Oxalat) deutlich gehemmt. 
Als Fermente kommen wohl die Gruppen der Phosphatasen in Betracht, 
die in der neueren Zeit von Neuberg und seiner Schule, spater auch von 
anderer Seite eine ausgedehnte Bearbeitung gefunden haben (Neuberg mit 
Tomita, Takahashi, Noguchi, Akamatsu, wie auch Forrai, Robison usw.). 
Wir sind der Meinung, daB wihrend der Autolyse die Phosphatasen ihre 
dissimilatorische Wirkung entfalten, die wir dann zahlenmaBig in den 
Phosphatwerten verfolgen kénnen. Die von uns festgestellten Tonen- 
wirkungen usw. sind als Beeinflussung der Fermente aufzufassen. Solche 
Beeinflussungen sind uns aus der Fermentlehre nur allzu_ reichlich 
bekannt. 

Wie oben schon erwihnt, decken sich unsere Untersuchungen in den 
meisten Punkten mit den allein aus dem Verhalten des Muskelgewebes 
gewonnenen Versuchsergebnissen der Emdenschen Schule. Wenn nun 
Embden in der Phosphatabspaltung eine besonders auffillige Phase des 
auch physiologisch bedeutungsvollen intrazellularen Phosphatstoffwechsels 
der Muskelgewebe erblickt, so liegt der AnalogieschluB8 an der Hand unserer 
Versuchsresultate nur zu nahe, daB wir den gleichen intrazelluliren 
Phosphatstoffwechsel auBer in dem Muskel- auch in den anderen Geweben 
vermuten und diesen fiir vital wichtig bezeichnen miissen. Schon unsere 
Analysenwerte lassen klar erkennen, daB8 solche groBen Mengen an labilen 
organischen Phosphatverbindungen, bei gleichzeitiger Gegenwart von 
den diese spaltenden Fermenten einen physiologischen Zweck erfiillen 
miissen (vgl. auch Neuberg). 

Fiir diese Auffassung sprechen auch Befunde jiingeren Datums. So 
konnten Lange und Simon (unter Embden) auch bei Belichtung der Netz- 
haut eine Phosphorsiéureausscheidung sowohl an der isolierten Retina, 
wie auch am ganzen Froschauge nachweisen, die sie auf die aktive Titigkeit 
des Lichtorgans zuriickfiihren. Ausgedehnte Untersuchungen iiber den 
Phosphatstoffwechsel des Nervensystems verdanken wir Winterstein und 
Hecker, die bei Reizung und somit bei funktioneller Belastung der nervésen 
Organe ebenfalls eine Phosphatspaltung beobachtet haben. Die Stoffwechsel- 
versuche Heyers iiber Erregung, Hypnose u. a. am Gesamtorganismus 
sprechen gleichfalls fiir einen Zusammenhang zwischen Nerventitigkeit 
und Phosphatstoffwechsel. 

Nach Camis geht die Speicheldriisentatigkeit mit einem iiberaus 
erhéhten PhosphatabfluB in den abfiihrenden BlutgefaBen einher. 

Aber auch von einer anderen Seite lassen sich Beziehungen zwischen 
den phosphorhaltigen Substanzen des Muskelgewebes und denen der anderen 
Organe ankniipfen. So ist schon seit langem bekannt, daB die Atmung des 
iiberlebenden Muskelgewebes durch Phosphate gesteigert werden kann 
(Meyerhof, Thunberg); diese Phosphatwirkung wurde mit der girungs- 
aktivierenden Wirkung der Phosphate in Parallele gesetzt. Bei der Girung 
entstehen die von Harden-Young studierten komplexen Kohlehydrat- 
Phosphatverbindungen, denen im Muskel das Embdensche Lactacidogen 
entsprechen soll. Lange gliickte der Nachweis, daB die Muskelatmung 
durch K gesteigert und durch Ca gehemmt werden kann, wie das schon 
friiher fiir das Ca von Warburg, Moro-Klocmann und dem Verjfasser und 
fiir das K von Ellinger an anderen Objekten gezeigt werden konnte. Auch die 
atmungssteigernde Wirkung des Phosphats beschriinkt sich nicht allein 
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auf das Muskelgewebe, sie ]4Bt sich stets und eindeutig auch an tiber- 
lebenden Kalbsdarmzellen demonstrieren (Verjfasser). 

Wenn jetzt Embden und seine Schiiler (Lange u. a.) zwischen der Be- 
einflussung der Muskelatmung und dem Lactacidogenabbau bzw. Synthese 
kausale Beziehungen anzunehmen geneigt sind, so diirfte diese SchluB- 
folgerung — die iibrigens Verfasser schon seit Jahren vertritt fiir siimtliche 
atmende Zellen des Organismus Geltung haben. Hier diirfte auch an die 
neueren Vorstellungen Warburgs und Meyerhofs iiber die Oxydierbarkeit 
der Fructose in Gegenwart von Phosphaten erinnert werden. 

Die Beschranktheit unseres Versuchsmaterials ]iBt eine weitere Dis- 
kussion dieser so iiberaus komplizierten Frage zuniichst nicht zu. Wir 
bezweckten nur, die zweifellos bestehende Parallele zwischen Atmung 
und Phosphatstoffwechsel in ihrer Beeinflussung durch Tonen hervorzuheben 
und diese nicht nur auf den Muskel, sondern auch auf die anderen Gewebe 
ausgedehnt zu wissen. DaB diese Beziehungen nicht zwangsliufig sind, 
und da8 Atmung und Zellphosphorstoffwechsel getrennt verlaufen kénnen, 
wobei jeder Vorgang seinen eigenen Gesetzen untersteht, braucht nicht 
ausdriicklich hervorgehoben zu werden. Andererseits muB auch noch daran 
erinnert werden, da®B Phosphate nicht nur aus lactacidogendihnlichen 
Verbindungen, sondern auch aus Lipoiden (Lecithin usw.) entstehen kiénnen, 
so vielleicht hauptsiichlich im lipoidreichen Nervengewebe. Auch die 
Nucleinsiuren kénnen als die Muttersubstanz von Phosphaten fungieren. 


Aus dem bisher Besprochenen lassen sich gewisse, uns gewichtig er- 
scheinende Schliisse ziehen. 

Wir miissen z. B. in Analogie zu den anderen Geweben annehmen, da 
auch die Zellen der Niere wahrend ihrer Tatigkeit aus der reichen Reserve 
der organischen Phosphorverbindungen Phosphate in Freiheit setzen. 
Hiermit diirfte auch der alte Streit, ob die Harnphosphate aus dem Blute 
oder aber aus den Nierenzellen stammen, eine gewisse Entscheidung er- 
fahren. Wir miissen damit rechnen, daB zumindest ein Teil der Harn- 
phosphate in den Nierenzellen abgespalten wird. Ob auBerdem auch die 
Blutphosphate direkt ins Lumen der Glomeruli oder Kaniilchen gelangen, 
bleibt noch offen. Wie aber auch das Ammoniak (Nash- Benedikt) in der 
Niere selbst (iibrigens nach den neueren Untersuchungen Warburgs, Meyer- 
hojs, Grafes auch in allen anderen Organen) entsteht, so werden auch 
die Phosphate im Innern der Nierenzellen aus den organischen Phosphor- 
verbindungen abgespalten. Das fiir die Siiureausscheidungsverhialtnisse 
im Urin wichtige Verhiltnis zwischen Urin-N Hs und Phosphaten diirfte 
demnach eine Aufkliérung allein durch das Studium des Nierenstoffwec hsels 

gewissermaBen losgelést vom Gesamtorganismus erfahren. 


Die Abspaltung von Phosphaten bei der Nerventiitigkeit beriihrt die 
Pathogenese der Nervenreizung durch Ionen. Sie l&8t sich auch fiir das 
Tetanieproblem fruchtbringend verwerten. 

In ihren Anschauungen iiber die Pathogenese der Tetanie haben 
Freudenberg und der Verfasser schon des éfteren betont, daB die Ca-Ioni- 
sation auch vom Phosphation mitbeeintluBt wird. Die parathyreoprive und 
auch die idiopathische Tetanie ist zu einem erheblichem Teil als eine Phos- 
phattetanie aufzufassen, wobei die Phosphate aus den Geweben herriihren. 
Wir stehen also einer Gewebsphosphattetanie gegeniiber, Diese vornehmlich 
theoretisch abgeleitete SchluBfolgerung erhalt im Hinblick auf das in dieser 
Arbeit vorgebrachte Material eine gewisse substantiierte Grundlage. Die 
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Ursache der Tetanie miiBte in einer Stérung des intraze]luliren Phosphor- 
stoffwechsels gesucht werden. Mit dieser Annahme diirfte auch das so- 
genannte Trousseausche Phinomen (Pfétchenstellung beim Druck auf die 
Nerven des Sulcus bicipit. int.) bei der vollentwickelten Tetanie in seinem 
Mechanismus eine weitere Aufklarung erfahren. Aus den Untersuchungen 
von Behrendt-Freudenberg wissen wir, daB die Pfitchenstellung vornehmlich 
peripher durch eine Reizung der Langleyschen ,,receptive substance‘ 


bedingt ist. Die Reizung erfolgt durch Zunahme des Quotienten Ge in der 
a 


umgebenden Gewebsfliissigkeit (vgl. auch Hdéber). Eine einseitige Ca- 
Entionisierung ist ebenso wirksam wie eine einseitige erhéhte K-Zufuhr. 
Wahrend die Zunahme der K-Ionen bei der Jeichten Léslichkeit und Disso- 
ziierbarkeit derselben stets mit Anderungen der Gesamtkaliummenge 
einhergehen wird, so erlauben die lonisationsverhiltnisse des Calciums 
eine Zu- oder Abnahme der Ca-Ioner ohne Anderung der Gesamtkalkmenge. 
So auch bei den verschiedenen Tetanieformen. Bei der Auslésung des 
Trousseauschen Phinomens kommt es infolge Nervenreizung durch Druck 
zu einer Abspaltung von Ca-entionisierenden Phosphationen (womédglich, 
sogar wahrscheinlich auch von den antagonistischen K-Ionen), die dann 
bei den schlechten Ca-Pufferungsverhaltnissen der tetanischen Gewebs- 
fliissigkeit an ihrer Austrittsstelle, d. h. an der myoneuralen Funktion 


K 
die noch zur Kontraktion ausreichende Verschiebung des Quotienten Ca in die 
Ja 


Wege leiten. 

Auch die Anschauungen von Kraus-Zondek iiber die Tonenreizung 
der autonomen Nerven diirtten durch die Beriicksichtigung der Ca-Ioni- 
sationsverhiltnisse eine nutzbringende Erweiterung erfahren. Man miiBte 
nicht, wie noch neuerdings besonders Dresel, bei der ,,Sympathicusreizung* 
eine quantitative Verschiebung des Gesamtkalkes postulieren. Auch hier 
miiBte die Einbeziehung des Phosphations und insbesondere noch die Beriick- 
sichtigung der lokalen Reaktionsverhdltnisse den tatsachlichen Bedingungen 
viel eher gerecht sein, als die iiberholte Forderung von einer obligaten 
Anderung in der Gesamtkalkverteilung, die freilich unter Umstiinden auch 
erfolgen kann‘), 

Bei langerem Stehen tritt aus den Blutkérperchen auBer Phosphationen 
auch noch K aus. Ahnliche Beobachtungen wurden am Muskelgewebe auch 
von der Embdenschen Schule gemacht. Wenn auch die quantitativen 
Beziehungen noch nicht sichergestellt sind, so ist es itiberaus wahrscheinlich, 
daB die Phosphate und das K aus einer gleichen Substanz entstehen. Das 
Lactacidogen diirfte demnach als ein K-Hexose-(Di-)Phosphat aufgefaBt 
werden. Die Identifizierung der in den anderen Geweben enthaltenen 
organischen P-Verbindungen bleibt weiteren Forschungen vorbehalten. 
Nach Lawaczek scheint die organische P-Verbindung der roten Blutkérper- 

1) Bei einer Sympathicusreizung kann also das Postulat einer experi- 
mentell nicht verifizierbaren Ca-Erniedrigung im Blute getrost aufgegeben 
werden. So haben wir uns von einer Anderung des Serumkalkgehaltes nach 
Adrenalininjektion nicht iiberzeugen kénnen. Auch Dresel scheint neuer- 


dings eine quantitative Verschiebung des Quotienten Ca mehr durch das K 


. + 
als durch den Gesamtkalk bedingt anzusehen, was unseren Uberlegungen 
entsprechen wiirde. 
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chen mit dem Lactacidogen nicht identisch zu sein. 
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Greenwald gelang es 


nun in allerjiingster Zeit, diese P-Verbindung in den Blutkérperchen als 
Der Umstand, 


ein Glycerophosphat rein darzustellen und zu analysieren, 
daB die Blutkérperchen kein Hexosephosphat enthalten, kénnte zur Er- 
klarung ihrer fehlenden Atmungsfahigkeit dienen. 
Gegenwart einer Hexose (Fructose ?) -Komponente gebunden, 


Versuch I"). 


Die Atmung ist an die 





Wert des anorganischen P 





~~ sofort !) nach 1 Std. mach 2 Std. nach 6 Std. nach 24 Std. 
, Je 1 ccm Blut - ——— = : : 
Nr. Sae Sh Sa. Sie Sa 
+ leem mg |SeS mg (CES mg Vel mg Tee mg Tes 
Proz. t= 2 Proz. i+ & Proz == S&S Proz s< © Proz. s< ¥ 
a<” f<? f<? fa? £<? 
7m... . 42 100) 95 226, 9,7 | 231 11,3 266/198 471 
2in/l10 HC]. | 42 | 100) 74 167 7.0 167 93 221 160 38) 
3. n/10 NaOH 43 100 — _ 85 198 13.0 3038 194 451 
4 — 42 100 61 145 70 167 105 250 208 495 
1) Saureloslicher P = 39,0 mg-Proz. 
Versuch II. 
Wert des anorganischen P 
sotort nach 15Min. nach 2 Std. nach 6 Std. nach 24 Std. 
N Je l ccm Blut es = 
Nr. te 2 & 23 23 Sa. 
+ 4com mg ~ ee mgs |~ 2s mg | ~ ae mg © 22 mg © ee 
Proz. S23 Proz.| S85 Proz. 2=5 Proz.| 325 Proz. 29 
fa? Ea? e<? &<? a<? 
Si? ee 64 100) 7,6 | 119 120, 187 183 286 26,7 417 
2 n/10 NaCl. — — _ = 651)| 101 |9,0') 141 183 286 | 33,3 520 
3 n/10 CaCl, i —_— 66 | 103 118 184 160 250 200 312 
4 n/l0Lactatg. 
py 48 . — — 78 | 122 120) 187 18,6 291 | 26,0 406 
5 Dass. py6,8 — — 80 | 125 120 187 206 322 27,0 421 
6 Dass. py 88 — — 7,9 | 123) 122) 189 196 306 25.6 400 


1) Noch nicht hamolysiert. 


Versuch III. 





Nr. Je 1 ccm Blut + 4ccm 
h” B.S ee 
2 n/2 Acetatgem., py 6,0 
3! » * 7,0 
Sh « " 7,9 
5 n/2 Lactatgem., 6,0 
6i, rs 6,9 
7» " 7,9 


65 


Wert des anorganischen P 


sotort nach 6 Std mach 24 Std. 
Proz. des Proz. des Proz. des 
mg*Proz. Anfangs- mg-Proz. Anfangss mg-Proz.| Anfangs- 
wertes wertes wertes 

100 14.5 223 24.6 378 

-- 20.2 311 30.4 468 

— 21.6 332 304 468 

—_ 21,6 332 30,0 462 

_ 17,9 276 24.3 374 

— 17,9 276 21.6 332 

— 18.5 285 21,9 337 


1) Eine gréBere Anzahl von Versuchen, da sie nur zur Kontrolle dienten, 
wird nicht verdffentlicht. 
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Versuch IV. 





Wert des anorganischen P 














sofort ') nach 15Min. | nach 2 Std. nach 6 Std. nach 24 Std. 
Je lccm Blut : —— — 
e. ® 5a 3 $2 SZe 
+ 4cecm mgs 3 22 mg 7 ze mgs 3 23 mgs 3 2S) mg. 7 ee 
Proz. Ss 3 Proz. s+ © Proz. S25 Proz. $= &|| Proz. 32° 
ca’ a2? f<? ca? c<” 
Li BO ... | OI 100 69 8135) 13,7 268 180 353 255 500 
2 n/20 NaCl. — — 67 | 132 11,2 220 17,0) 334 29.2! 573 
3 n/lO KC! . _ — 57 112 97 199 160 314 33,3 654 
4 n/20 KCI , — — 65 128 120 235 16,7 328 296) 581 
5 n/10 CaCl, — — | 53 104 11,1, 218 15,8) 310 232) 455 
6 n/20 CaCl, — — 58 114 123 241 155 304 250) 490 
7 5Sproz. Rohr- 
zuckerlsg. —  — 5,7 112 #110 216 158 310 29.6) 581 
) Saureléslicher P = 46,3 mg-Proz. 
Versuch V. 
Wert des anorganischen P 
sotort nach 15Min. nach 2 Std. nach 6 Std. nach 24 Std 
N Je lcem Blut ne en —— en - 
Nr. Pa a " % $2 se 
+ 4ccm mg SES) mg [SES mg (SEE mg SES mg BEE 
Proz. s+ 3 Proz. x © Proz. | $25)! Proz. S£5 Proz.| 3=5 
z<* ca? ca’ fa? c<? 
1;H,O .../) 55 100) 7,3 | 133 15,6 284 | 215) 392 | 281 511 
2 n/20 NaCl. — — 69 125 12,9 234 203 369 33,1 602 
3 n/10 KCI a - 58 105 106 193 17,9 326 347 631 
4 n/20 KCl — — 66 120 128 233 203 369 32,1 584 
5 n/10 CaCl, _— — 58 105 129 234 17,2 313 224 407 
6 n/20 CaCl, — — 60 109 139 253 19,1 348 254 462 
7 4proz. Rohr- 
zuckerlsg. — — 5,7 104 12,3 224 19,1 348 37,3 678 
Versuch V1. 
Wert des anorganischen P 
sofort nach | Std. | nach 2 Std. nach 6 Std. nach 24 Std 
N Je 1 ccm Blut — - — i 2 = 
NT. Eg 2 z z Zz an 
+ 2ccm mg TES mg TES mg SFE mg 2S mg TEE 
Proz.| $= 9 Proz. 22 3)/Proz.| 32 6)|Proz. S25 Proz. F< By 
fa* f<*| fa? f<* a<* 
l — 5.0, 100 53 106) 66 132 12,1) 242 32,2 644 
2 Wasser. .../ —| — 175! 1S 10,0 200 16.9 338 25.1 502 
3 lproz.NaHCO, — — 57 114 7,1 142 120 240 28,7 574 
4 n/10 Lactatg., 
Py 59...) —)> — 63 126) 92 184 14,7) 294 258 516 
5 Mit NaHCO, in 
Subst. auf 1 Proz. = 
versetst. . . . || —| — | 5,4 | 108) 7,8| 156 13,9/ 278 |28,7 574 
6 — — 48 9 50 100 53 106 63 126 
7 wie | bis 5. —|— 53 10 55 110 69 1388 75 150 
8 15 Min. auf — — 55 HO 56 112 66 132 76 152 
9 | 80° erhitzt | — — /61 122) 62 124) 7,4) 148) 96 192 
10 — — 50 100, 50; 100 59) 118 58 116 
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Versuch VII. 





Wert des anorganischen P 


sofort!) nach 2 Std. nach 6 Std nach 24 Std 
Nr. Je lecm Blut + 2ccm 3 Se She S26 $a-e 
mg SES mg TES me TES me Vez 
Proz. S25 Proz. 225) Proz. SSS Proz yt 
a<* f<? fa’ f<” 
l —- 6.2 100 77 #124 — — 13,9 208 
Sue BH.0O 2.1. we tee el = —_— 8.7 140 125 202 | 16,1 260 
» | 2 n 10 HC! aes ee 6.6 106 7.6 123 || Nieder 
= : schlag 
4 *& lproz,. NaHCO,.. — — — | — 12,7 205 193 | 312 
5 [ES n/10 Milchsiiure _ — ~- 73/118 93 150 Nieder|) _ 
= schlag 
6 | > n/10 Lactatg., py, 7,0 — 10.9 176 133 214 208 | 336 
7 Dasselbe, py > 8,4 — — 102 165 122 197 173 | 279 
8 — 62 100 7,7'14,>—-— — 94 52 
OBS MO . 2.48080) =| = 87; 140 || — | — | 108 | 174 
0 }Sn/OHC] .....) — - 64| 108 || — | — [Meter — 
Ss : schlag 
1] ,-* Iproz,. NaHCO,;.. — — 85 137 — -- 110 177 
12 |= n/10 Milchséure . . — — 7.0 113 83 1384 102 165 
13 | n/10 Lactatg., py 7.1 - — 7.7 124 88 142 108 | 174 
7,7 | 124 8,7 140 108 174 





14 Dasselbe, py ™ 8.4 — - 


') Saureléslicher P 40,0 mg-Proz. 


Versuch VIII. 





Wert des anorganischen P 


sotort ') nach 1 Std. nach 2 Std. nach 6 Std. nach 24 Std 
ne Je 1ccm Blut “7 3 —s — — 
» r ve = - r v oie 
+ 2cecm mg 7 ee mg: |~ es mg: |~ ee mg © es mg © es 
Proz. S29 Proz.| 24 8)\/Proz.| S=S Proz. 225 Pros. t= 2 
&<? f<* f<* fa * f<? 
] e — 60 | 100 79 132 88 147 129 215 358. 597 
2 | $H,.O ... — | — | 96) 160 104) 173 14,7 245 258 430 
3 3 n/10 Lactatgem., iz 
| 3s y 59.. - — 94 157 10,7 178 143 238 27,9 465 
4 &n 10 Lactatgem., 
Po >84. — - 90 150) 96 160 128 213 226) 377 
6 | « —_ 6.2 100 79 1382 90 150 11,0 183 190 317 
5 | 28,0 ...|—| — |@2| ua] 98] 163) — | — | 190) 317 
7 =n ihLacitgcm: 
| = 7 5 -_- — 90 150/104 173 13.0 217 | 19.5; 325 
8 On rs. 
Puo>84. —| — 88 17) 91 152 118 197 159 265 


1) Saureléslicher P 44.25 mg-Proz. 


Im experimentellen Teil unserer Arbeit haben wir uns ausschlieBlich 
mit Spaltungsvorgingen befaBt. Schon Lawaczek gelang es aber, im Blute. 
Embden und seiner Schule auch im Muskel, auBer dem dissimilatorischen 
Abbau einen synthetischen Aufbau unter lonenwirkung nachzuweisen 
Lawaczek spricht in diesem Zusammenhang von einer Dynamik der Blut- 
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Versuch 1X. 


Wert des anorganischen P 








sotort nach I Std. nach 6 Std. nach 24 Std 
Je 1 ccm Blutkorperchenbrei - - 

Nr A 2s ra i 2% z £4 % a 3 z, r 
+ 4 ccm mg» ~ s= mg “FS mg “SS me < e= 

Proz. S=3 Proz.| 3=3 Proz. S=S Proz. 2S 

£2? fa? £2* £2* 

l = 4.5 100 8.1 180 256 569 61.0 1356 
1) * ee eee _ _ 94 207 25.0 556 458 1018 
3/n/100 NaOH .... — 92 204 256 569) 500 1111 
4 | a — 45 100) «615.1 336 «31.7 705 | 59.8 1328 
Sits? HO... ... — — 156) 347 262 583) 31,1 691 
6 |= n/100 NaOH .. — — 156) 347 28,1 625/348 774 

i rauch X 
Wert des anorganischen P 

sotort nach 1 Std. nach 2 Std nach 6 Std. nach 24 Std 

N Je 1 ccm Blut . —-— — — 
INT eo S2e Sz L oe eZ 
+ 4ccm mg- ~ es mg ~ es mg» ~ ee mgs ~ es mg ~ ge 
Proz.| >= 3 Proz. 2=9)||Proz. S23 Proz. S28 Proz. Fee 
ce? ae? ra? aa? fa? 

l — 5.6 | 100 62 109 78 139 108 193 303) 541 
2 | ews -= _- — — 124 222 |126, 225 206) 368 
3 n/20CaCl,. . — — 86 154 10,7 191 | 12,6; 225 19,7; 352 
4°) — 5.7 100 105 184 11,2 197 154 270 234 414 
S50 . + 6 — — 104 182 11,11 195) 126 221 206) 362 
6*))) n/20 CaCl,. . — — 85 149 105 184 110 193 19.7 346 


1) Vorher mit Saponin hamolysiert. 


Versuch XT. 


Wert des anorganischen P 





Je 1ccm Blut- sofort nach 1 Std. mach 2 Std. nach 6 Std. nach 24 Std 
Nr kOrperchenbrei : Se Te in 3 Se She 23. 
+ 4com mge TES mg TIES me TSS me SFE me TPE 
Proz.| S98 Proz. S25 Proz. £8 Proz. = 8) Proz.| S28 
fa? fa? c<? &<” fa* 

1 — 55 100 83 152 113 206 250 455 — — 
2 maw > « ~~ —)> — UO 200) 12,7) 231 23.0) 419 55,9 1015 
3. |} n/l0O NaOH — — (11,7 213 130 236 23,3) 423 | 55,9 1015 
4') — 55 100 183 333 183 333 333 605 509 925 


5}) H,O oa. Pe — — 17.0 309 186 338 24.1 439 441 803 
6") n/100 NaOH — — /170) 309 | 183) 333 |243 442 416) 757 
') Vorher mit Saponin hamolysiert. 


le rsuch X/J. 


Wert des anorganischen P 





~~ sofort nach | Std. nach 2 Std. 
Nr Je 1g Leber + 5 ccm 
on sacl tito Proz. des Proz. des Proz. des 
mg*Proz. Anfangs- mg-Proz. Anfangs- mg-Proz. Antangs- 
wertes wertes wertes 


it jer S ae ee 76.3 100 81,0 106 87,5 115 
ha) ee — — 75.4 99 71,0 93 
3) n/MNeaOH..... ~ — 86.6 114 91.6 120 
4 2proz. NaHCO,... — —_— 89.4 117 101.0 132 
5 + 0,2 cem Chloroform — — 76,3 100 83.3 109 
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Ve rsuch X/JJI. 





Wert des anorganischen P 








si Actas sofort. nach 1 Std. nach 2 Std. nach 6 Std. nach 24 Std 
Nr ; Sa. Sie g3 $3 33 
+ 4ccm mg © ze mg ~ ee mg ~ 2s mg © 2s mg ~ ee 
Proz. x= & Proz. S=3)\\Proz. Y=8| Proz, SSS Proz. Y= 3 
a<* ae” &<* za? fa? 
1;/H,O .... . 536 100 780 145 844 157 1162 217 1885 352 
2 in/20 HC]. ..i — — 65.0 121 69,1 121 103.0 192 1469 27 
3/n/lONaOH . — — |80.4) 150 | 98.1 174 214.9 401 
4 n/20Milchsture — — 699 130 81,1 151 186.4 348 
5 | n/10 Lactatg.. 
pod4.-- — | — 780 145 844 154 125.0 233 1841 344 
155 100.9 187 131.5 245 206.1 384 


6 = Dass., Pu ~~ S4 — — 82.9 


Versuch XIV. 





Wert des anorganischen P 


nach 1 Std. nach 2 Std. nach 24 Std 








sofort 
Nr Je 1g Leber + 4ccm 3 £4. $30 Ske 
mg- | ~ mgs ef mg Tel! me Tes 
Proz. | 3 Proz.| 85 Proz. S23 Proz. S= 5 
é a<? z<* é<? 
1j/H,O ........ =, 41,7) 100) 77,2) 186 765 184 | 1446) 8 
2 'n/10 Milchsfure. . . . _ — "407 9% 700 168 943 227 
3 n/10 Lactatgem., py 4,6 — — 713 172 822 198 1625 392 
4 fe 5.6 a — 654 158 833 200 _— - 
5 - x 74/1 — — 639 154/833 200 1625 392 
Sis 5 >84/ — — 735 177 833 200 1463 352 
Versuch Fo Vy. 
Wert des anorganischen P 
sofort!) nach 15 Min nach | Std 
N Je 1g Leber + 4c — 
. o Ug Leber + 4cm Proz. des Proz. des Proz. des 
mg-Proz. Anfangss mgsProz. Antangss mg-Proz. Antangs- 
wertes wertes wertes 
DG * ee ee 58,5 100 60,8 104 78,3 134 
Si msp@ mel. . 4 « +- _ _ 60.8 104 80,1 137 
3 i m/BONeCl. . .. es —_ — 60.8 104 72, 123 
ee) 3 (+ ee - _- 62.3 106 90.0 154 
Pe. ) > ee _— — 59,3 101 747 128 
2G) i) > Se — —_ 61.5 105 67.5 115 
-oc °, (+ |: <r — _- 60.0 102 68.4 117 


1) Saureléslicher P = 117.8 mgsProz. 


daB bei wirklich iiber- 


Es untersteht wohl keinem Zweifel, 
mit Abbau abwechseln, 


phosphate *). 
lebendem Gewebe sich soleche synthetische Prozesse 

1) Leider sprechen sowohl] Lawaczek wie auch Emdben anstatt von 
worauf schon Meyerhof hinwies 


Reaktionsverhaltnissen nicht 


Phosphaten von Phosphorsiure, die aber 
— unter den im Organismus obwaltenden 


existieren kann. 
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Versuch XVI. 
Wert des anorganischen P 
sotort nach 1 Std. nach 6 Std. nach 24 Std. 
Nr. Je 1g Leber + 5 com ga, 2a.) # |Sdel “S86 
mg |~ ee mg ~ ze mg ~ es mg 7 es 
Proz.| S29 Proz. S28 Proz. S28 Proz. | S29 
fa* f<* fa* fa? 
SG * SS ee 70,0 100 120; 171 117) 167) 166) 235 
2 nl Acetatgem., py 6,0 —_ — 121 | 173 121 73 168 240 
3 ye me 7,0 _— _ 121 | 173 125 | 179 168 240 
4 :- - 79 ~- a 123 | 176. 132 | 186 181 259 
5 n/1l Lactatgem, 6,0 — — 102; 46 96°) 137) 151) 216 
6). 2 6,9 —_-_ — 97 | 139 108 154 151 216 
7 * 7.9 — — 108 | 154 108 154 149-218 
Versuch XVII. 
Wert des anorganischen P 
. sofort nach 1 Std. | nach 2 Std. nach 6 Std. nach 24 Std. 
N Je 1 g Niere a —s es re es 
NT. a» +26 o & a , 2 
+ 4ccm mg: 3 ee mg © 2 mg- 3 Bs mgs 3 ee mgs 3 ze 
Proz. S= 2 Proz. S=9 Proz. S49 Proz. S39 Proz. Se 3 
oe fa* fa? fa * fa? 
1 H,O ..... 562, 100 87,7 156) 93.4) 166 1156) 206 150.0 267 
2 n/10 HCl se oi — 754 134 77,6) 138 83,7, 149 104.0 185 
3 on/lONaOQH , —- — 97,9 174 103,5 184 117.0) 208 159.2 284 
4 n/10Milchs. . _- — 675 120 765 136 926 165 99.1 176 
5 n/10 Lactatg., 
Pu 60 .. —_ — 844 150 1024 182 113.6 202 146.0 260 
Versuch XVIII. 
Wert des anorganischen P 
. sofort ') nach 1 Std. | nach 2 Std. nach 6 Std. nach 24 Std. 
N Je 1g Niere ae — —s er —— 
Nr. o2 4 tr S26 Za, 
+ 4cecm mg © ee mgs 3 Be mg: 3 EY mg ~ ee? mg: 3 z8 
Proz. See Proz. os ® Proz. st ® Proz. ss 2 Proz. 228 
f<* “e<” fa? ge” fa? 
1 H,O ... 379/100 654 172 — — 850 224 1163 304 
2/3 n/10 NaCl. — 682 179 76,7 202 875 230 1125 299 
3 n/20 NaCl. — | — 654 172 776 204 850 224 1125 299 
4 n/l0 KCl -- — 692 182 758 200 813 214 1188 312 
5 n/20 KCI , — — 654 172 73,9 195 875 230 1125 299 
6 n/10 CaCl, -- — 654 172 73.0; 192 80.0 211 96,25 254 
63,5 167 70,1 184 863 228 106,25 280 


n/20 CaCl, 


1) Saureléslicher P = 68,2 mg-Proz. 


Bei unserer Versuchsanordnung (im Organbrei) gelang uns der Nachweis 
Im Gegensatz zu Lawaczek haben 


svnthetischer Vorgange zuniichst nicht. 
wir uns auch im Blute (Schweineblut) von einer Anfangssynthese nicht 
iiberzeugen kénnen, was miglicherweise auf den Unterschied im Unter- 


suchungsmaterial zu beziehen ist. 


Erst das gesonderte Studium der syn- 


thetischen und der dissimilatorischen Phase des intrazellularen Phosphat- 
stoffwechsels diirfte fiir das Zelleben weitere Aufschliisse liefern. 
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Versuch XIX. 





Wert des anorganischen P 











Je lg Niere sotort nach 2 Std. nach 6 Std. nach 24 Std 
Nr. 
+ 4cecm Proz. des Proz. des Proz. des Proz. des 
38° Antangs- Pre Antangs- pe Antangs- pre Antangs- 
wertes rou. wertes Foz. | wertes Oz. wertes 
i ime ss.» 36,0 100 852 227 1104 307 1560 434 
3. on/l0 NaC! — — 84.0 224 109.2 304 1584 440 
3 n/20 NaC) —— ~ $2.8 220 (1128; 313 1512 420 
n/lO KCl, -— —_ — —- 115.2 320 1488 413 
5 n/20 KCl, _- os 90.0 250 1068 296 1588 441 
6 n/10 Cat ‘l, a — 744 206 99.6 276 134.4 374 
7 n/20 CaCl, — -- 768 213 1032) 287 1488 413 
Versuch XX. 
Wert des anorganischen P 
sofort nach 2 Std. nach 6 Std. nach 24 Std 
Nr Je 1g Niere + 4ccm 2a. 22 ga. Sa, 
mg- 3 ee mgs 3 zs mg- 3 ee mg: 3 es 
Proz. S23 Proz. S23  Proz. Ses Proz. 2S58 
f<? fa? fa? fa? 
1! H,O ~ +--+. 580 100 1016 173 1196 206 1819 314 
2 n/l Acetatgem., py 60 — — 112,1 193 1305 225 1635 282 
3 ” » Tio — — 113.9 196 1323 228 169.1 292 
4 - ¥ 79 || — — 113.9 196 132.3 228 1746 301 
5 n/l Lactatgem., 60 — — 1016 173 1103 190 1433 247 
6 ” . 6,1 _ — 91.9 158 1016 173 1415 245 
7 nS a 79); — — 94.6 163 1066 184 134.1 23) 
Versuch XX]. 
] ea . 425 100 823 193 | 88.3) 207 - — 
2 | n/l Acetatgem., py 60 — | — 882 207 985 232 1220 287 
3 . a 70 — — 97,0 228 101.4 238 1426 336 
4 ms " 79 — — 985), 232 1000 235 136.7 322 
5 | n/l Lactatgem., 60); — — 77,9) 183 809 190 119.1 280 
6 e “ 69; — — 75,0) 176 794 187 1088 256 
7 ie a 79 — — 750) 176 809 190 1103 260 
Versuch XX1J. 
Wert des anorganischen P 
Je 1g Niere sofort nach 1 Std. || nach 4 Std. nach 6 Std 
Nr. -— — = 
. + 7ccm Proz. des Proz. des Proz. des ,,  Proz. des 
Pe Antangs- Pe Anfangs- pe Anfangs- Pree Antangs- 
Oz.  wertes Foz. — wertes . wertes wertes 
1)/H,O..., 384 100 360 94 7 1233 523) 136 
2 n/70 HC! . 34,7 100 37,1 106 3.3 125 454 139 
3 | n/70 NaOH 35,9 100 38.4 107 55.5 155 55.5 155 
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Versuch XXJII. 
Wert des anorganischen P 
" sotort nach 2 Std. nach 6 Std. nach 24 Std. 
Nr. Je 1g Hirn + 4cecm ga. ga ga TT. 
mg 3 ee mgs 3 ee my* 3 ee mge 3 2s 
Proz.| £8 Proz. S23 Proz.| 33 Proz. | $25 
fe? na? fa? | fa * 
l -- 403 100 45,1 112 855 212 1046 259 
MF See ee — — 465, 112 | 72,0 | 179 | 95,6) 237 
S3im@ONeaOH .....; -- — 476 118 78,7 | 195 100.1); 248 
4 n/40 Milchsiure ... — — || 45, 112 664 165 765 190 
5 n/10 Lactatgem., py 6,0 — — 47,0 117) 70.9) 176 95,6) 237 
Versuch XXIV. 
Wert des anorganischen P 
sofort 1) nach | Std, nach’ 2 Std. nach 6 Std. 7 nach 24 Std. 
Je 1g Hirn — eee samneer " des - 
Nr. a S2% She $4 SS Sas 
+ Socom mg: vw c 2 mg: 7 E = mgs v é 2 mg: sv § ¢ mg: v 5 < 
Proz. 2= 3 Proz.| 5<2 Proz. S22, Proz.| $9 9)| Proz. S¢ 2 
ea fa? fa * fa? fa? 
l — 33.3 100 32.9 99 354 106 445 134 88,2 265 
3) * (are _ — 345 104 397 119 51,9 156 89.6 269 
3. n/80HCl... -- — 342 103 37,8 114 506 152 700, 210 
4 n80 NaOH . — — 403 121 42,1 127 61,0 183 1400) 420 
5 n/S80Milchsiure — — 360 108 494 148 543 163 77.0) 231 
6 n/80Lactatgem., 
po4l ... — | — 42,7 128 506) 152 59,2 178 | 74,2| 225 
7 Dasselbe, Py, — 43.9 1382 53,1 160 61,0 183 79,8) 240 
Ss >» Puo>84 — — 39.7 119 506; 152 |549 164 74,2) 225 
!) Saureloslicher P: 50,6 mg-Proz. 
Versuch XX V. 
Wert des anorganischen P 
sofort’) nach 2 Std nach 6 Std. nach 24 Std. 2) 
Nr. Je 1g Him + 4ccm yy San .. kw ea 
F ‘ mgs 3 2s my: 3 2% mgs 3 #3 mgs 3 2s 
Proz. | $=) Proz. z= 2 | Proz. | = 2) Proz. sis 
a" fa? ia? fa? 
1 H,O........ | 430) 100 562 131 845) 196 | 98,8) 230 
2 n/10 NaCl —_— — 585 136 804° 187 96,7 | 225 
3 7, 2 _— — 546 127 804 187 1049) 244 
4 yg 3) Se —_— — 49,1 114 818) 190 99.5 | 232 
5 n/20 KCl. . — — 546 127 845 196 1063 248 
6 n/l0CaCl, . — — 43,7 102 749 174) 92,7; 216 
7 n/20 CaCl, . t—| — lee! ns — | — | on3| aie 


1) Saureléslicher P = 


= 54,5 mg«Proz. — *) Saureléslicher P = 114,5 mgsProz. 
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Wert des anorganischen P 








sotort nach 2 Std. nach 6 Std nach 24 Std 
Nr. Je 1g Hirn + 4ccm $4: gaz $4; bike 
mys -S= me “EE me ct mg ~ ct 
Proz. S28 Proz See Proz. F298 Proz S—o 
fa s a2 s &e@e = fea s 
1)}H,O .......- |} 587 100 | 587 100 | 75.5 | 143 | 1290.1) 228 
2  n/l Acetatgem., py 60 — — 588 111 76.7 146 1066 202 
q - is 7, — — 588 111 767 146 1041 198 
4| ° 79 — — 674 128 77,9 148 109.0 207 
5 n/l Lactatgem., 6.0 —_ — |539 104 67.4 128 | 87.0! 165 
6 ¥ os 6.9 _— — 563 107 686 130 828) 157 
7 a a 7,0 -—— — 576 109 698 1382 87.0) 165 
Versuch XX VII. 
Wert des anorganischen P’ 
sotort nach 30 Min. naeb 2 Std. nach 6 Std. | nach 24 Std. 
a Je 1g Herz. onl as 7 : : 
NT. eZee} eo & &4¢ & he & 4s 
muskel + 4ccm yg, ee | mg % ee mg: | ee mg ~ eg mgs |~ es 
Proz. St 2 |! Proz. s+ & Proz. os «| Proz os 2'| Proz, |S=8 
fa * fa? c<? fa’ ca? 
1 H,O ... 408 100 508 124 593 145 788 193 92.7 228 
2 n/20 HC! — — |45,0) 110 | 45,0) 110 ||Nieders __ | Nieder-) __ 
: ’ schlag schlay 
3 n/200NaOH — — 57,9 142 67,9 166 948 232 1013 248 
4 n/10 Lactat- 
gem. py 5,6 — — 50.1 123 579 142 77.7 190 90,5 222 
5 n/lO NaCl, — — 50.1) 123 ||57,.9' 142 756 186 87.3 214 
6 n/10 NaCl + 
1 prom. Digi- - . an oe 
amt >... 54,0 132 65,1) 160 75.6 186 884 216 
7 n/10CaCl, — — 472 116 565 138 703 172 82.0 201 
Versuch XXVIII. 
Wert des anorganischen P 
sotort | nach 1 Std nach 2 Std. nach 24 Std 
Nr. Je 1g Herzmuskel + 4 ccm g z - 8 & * s EA “ s z, . 
mg (TEs! mg CEs! mg TES me Ves 
> aS > >, iS > as => 
Proz Ss Proz See Proz. 2=8 = Proz Seo 
Le” fa* tS ce” 
1) n/10 Nacl. . 593 100 638 108 | 683) 115 944 159 
2 n/40 NaCl. ‘ — — 598 101) 698 118 1005 170 
3 n/lO KCI ‘ : — — 609 101 705 119 1115 188 
4/n/4OKCIL .....- > — | — || 623) 104 || 720) 121 | 1189)! 200 
5 n/10CaCl,. ‘ . — — 623 104 (645 109 1005 170 
6 n/40CaCl,...... — — 600) 101) 638 108 944 159 
7 n/10 NaCl + Iprom. 
— — 623 104/653 110 1079. 182 





Digipurat 
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Versuch XX/IX. 





Wert des anorganischen P 





sotort nach 1 Std. nach 5 Std. nach 24 Std 
Nr Je 1 g Herzmuskel + 4 ccm She bie S Se SS 
mg “Se mg SEE) mg VES me Tee 
Proz. 3s ® Proz. S=8'! Proz. S22 Proz. oa 7 
f<” ia? o<" f<’ 
H,O ........ || 49,0; 100) 61,7 126 || 668 | 136 | 745 | 152 
2 | n/10 Lactatgem., py 7.2; — — 598) 122 (71,5 146 941 | 192 
3 " ‘ 67) — — 61,7 126 || 696 142 921 | 188 
ee _ — 569) 116 | 65.7 134 71,5 | 146 
5 |) n/lO NaCl + lprom. 

Digipurat..... — — 588 120 65,7 134 843 | 172 

Versuch XXX. 

Wert des anorganischen P 

sofort nach 2 Std. | nach 7 Std. nach 24 Std 
Nr. Je 1g Herzmuskel + 4 ccm Sa. Ske Sa Sse 
mg SES mg SSS me VES mg TEE 
Proz. = 3! Proz. So) Proz. Se Proz. Fo 
fe?” f<?” f<’ f<* 
1|}H,O ......-.. | 625; 100 | 77,1 | 123 | 885, 182 | 1024; 163 
2 n/1l Acetatgem., py 6,0 — — 85 135 1051 168 1091 175 
3 ” ” 7,0 — — 93,1 149 1024 163 1224 196 
4 . ‘a 7,9 — — 93,1 149 107.7 172 1290 206 
5 n/l Lactatgem., 6.0 ome com Sr 123 — — 998 160 
6 " 6.0 — — 825 132 918 147 93,1 149 
7 ai ‘ 79 — — 891 142 918 147 93,1 149 


C. Zusammenfassung, 

1. Die extravasal aus den Blutkérperchen ausgelaugten Phosphate 
verdanken ihre Entstehung der fermentativen NSpaltung der in den 
Blutkérperchen in reichlicher Menge vorhandenen organischen P-Ver- 
bindungen [Glycerophosphate (Greenwald)|. Der Abbau wird durch 
Phosphatasen bewirkt. Erhitzen der Blutproben auf 80°, Zusatz von 
Fermentgiften wie von Na Fl, auch von Na-Oxalat hemmt die Phosphat- 
spaltung. 

2. Hamolyse begiinstigt zunichst den Abbau. Dieser findet aber 
auch in nicht hamolysierten Blutproben statt. Bei einer langeren 
Versuchsdauer ist die Menge der in Freiheit gesetzten Phosphate hier 
sogar gréBer als in den himolysierten Kontrollen. 

3. Auch Saponin hemmt nach anfanglicher Férderung den Zerfall 
der organischen P-Verbindung. 

4. Bei starkeren Saéuregraden bleibt die Spaltung aus, auch héhere 
Alkaleszenz (pq > 8,4) wirkt ungiinstig auf den Vorgang ein. K, Lactate 
in geringerer Konzentration beférdern, Ca, Lactate in starkerer Kon- 
zentration verzégern den Abbau. 
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5. Im Gewebsbrei von Leber, Niere, Gehirn, Herzmuskel lieB sich 
die gleiche lonenwirkung auf die wahrend der Autolyse erfolgte Ab- 
spaltung von freien Phosphaten nachweisen. 

6. Im Hinblick auf die Forschungsergebnisse der Embdenschen 
Schule und auf andere neuere Literaturangaben wird die physio- 
pathologische Bedeutung dieser onnizellularen organischen Phosphor- 
verbindungen ausfihrlich besprochen. 

7. Die bei der Nervenreizung in Freiheit gesetzten Phosphate 
diirften fiir die Ca-lonisation oft von ausschlaggebender Bedeutung 
sein. Fiir das sogenannte Trousseausche Phinomen wird in diesem 
Sinne eine neue Erklarung gegeben. 

8. Es wird die Vermutung ausgesprochen, daB die Harnphosphate 
zum gréBten Teile in den Nierenzellen infolge Zerfalls organischer 
P-Verbindungen lokal entstehen. 


Literatur. 


Behrendt-Freudenberg, Klin. Wochenschr. 1924. — Bell-Doisy, Journ. 
of biol. Chem. 44, 1920. — Briggs, ebendaselbst 53, 1922. — Camis, zitiert 
nach Ronas Bericht 28, 1924. — Dresel, Klin. Wochenschr. 1924, 1925. 
Embden-Lange, ebendaselbst 1924, hier auch weitere Literatur. — Essinger- 
Gyérgy, diese Zeitschr. 149, 1924. — Feigl, ebendaselbst 102, 1920. 
Forrai, ebendaselbst 145, 1924. — Grafe, Deutsch. med. Wochenschr. 1925. — 
Greenwald, Jorn. of biol. Chem. 62, 1925. — Harden-Young, diese Zeitschr. 
32, 1911. — Heyer-Grobe, Schw. med. Wochenschr. 53, 1923. Lawaczek, 
diese Zeitschr. 145, 1924. — Meyerhof, ebendaselbst 150, 1924; Klin. Wochen- 
schrift 1924. — Neuberg, diese Zeitschr. 88, 1918. — Noguchi, ebendaselbst 
143, 1923. — Robison, Bioch. Journ. 16, 1922; 17, 1923. — Sevringhaus, 
Journ, of biol. Chem. 57, 1923. — Tomita (unter Neuberg), diese Zeitschr. 
131, 1922. — Warburg, ebendaselbst 146, 152, 1924. — Winterstein-Hecker, 
Zeitschr. f. physiol. Chem. 128, 129, 1923. — 8S. G. Zondek, Klin. 
Wochenschr. 1925. 


Biochemische Zeitschrift Band 161. 12 





Der Einflu6G verschiedener Praiparate der Chiningruppe 
auf die fermentativen Funktionen des Organismus. 


Ill. Mitteilung?): 
Der Einflub einiger Chinin- und Harnstoffverbindungen auf die Pankreaslipase. 


Von 
J. A. Smorodinzew und Y. A. Danilow. 


(Aus der chemotherapeutischen Abteilung des Tropeninstituts am Komm. 
d, 6ff. Ges., Moskau.) 


(Eingegangen am 11. Juni 1925.) 
Mit 3 Abbildungen im Text. 


A. Literatur. 

Die Frage tiber den EinfluB des Chinins auf die Lipase ist von 
groBem Interesse. Die Arbeiten vieler Forscher wurden dem Studium 
dieses Problems gewidmet; dennoch kann diese Frage noch nicht als 
endgiiltig geklart angesehen werden. 

E. Laqueur*) scheint als erster den Einflu8 des Chinins auf die Lipase 
des Magensaftes untersucht zu haben; er fand, daB schon 0,01 proz. Chinin- 
chloridlésungen die Verseifung des Eidotterfettes verlangsamen, obgleich 
dieser ProzeB auch bei 2 proz. Alkaloidgehalt im Medium nicht ganz zum 
Stillstand kommt. In gleicher Weise wird die Spaltung des Tributyrins 
durch dieselbe Lipase nach den Untersuchungen von P. Rona und 
M. Takata*) in Gegenwart 0,00003proz. Lésungen von Chininsulfat, 
Chinidin, Optochinchlorid, Eucupin und Vucin im Verhaltnis ihres Kon- 
zentrations- und Dissoziationsgrades bei pg 8 im Maximum, gehemmt. 
Chininchlorid in einer Konzentration von 0,00002 Proz. verlangsamt die 
spaltende Wirkung der Tribut yrase des normalen menschlichen Blutserums *), 
des Pankreassaftes, eines Extrakts aus dem Pankreas des Menschen, sowie 








von 


1) Mitgeteilt in einer Sitzung der chem. Abteilung der Ges, 
Freunden der Naturwissenschaften, der Anthropol. u. Ethnogr. 
12. Juni 1924. 

2) E. Laqueur, Arch, f. exper. Pathol. 55, 249, 1906, 

3) P. Rona und M. Takata, diese Zeitschr. 184, 118, 1922. 

*) P. Rona und D. Reinicke, ebendaselbst 118, 215, 1921. 
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des Fistelsaftes vom Hunde'), ferner die Wirkung der Lipase der Milz?*), 
des Darmsaftes*) und des Hiihnereis*), Doch wird bei einem Gehalt von 
0,02 Proz. Chininchlorid die Lipase der Erythrocyten*), der Leber®), Lunge, 
Niere*®), der Placenta’), des menschlichen Harns*), der Haut, des Fett- 
gewebes und der Frauenmilch*®) nicht inaktiviert. Die Lipase des Serums 
vom Menschen und vom Hunde ist in bezug auf das Chinin (salz-, milch-, 
ameisen-, essig- und phosphorsaures) im Vergleich zur Serumlipase der 
Katze, des Kaninchens, des Meerschweinchens und der Ratte 100. bis 
1000mal empfindlicher ?). 

Die nach Willstdtter gereinigten Lipasen des Pankreas, der Leber und 
des Serums verhalten sich dem Chinin gegeniiber ebenso wie die urspriing- 
lichen wiisserigen Extrakte der Organe™), doch wird die Empfindlichkeit 
der Lipase in bezug auf das Chinin durch die Beimengungen erhéht "*), 

Die Resistenz der Gewebelipasen gegeniiber dem Chinin im Gegensatz 
zur Empfindlichkeit der Serumlipase gab einigen Autoren Veranlassung, 
den Gedanken auszusprechen, daB diese Reaktion auf Grund des ermittelten 
Einflusses des Chinins auf die Serumlipase zur Diagnostik der Hepatitis 
und Nephritis dienen kénnte!’), Nach Ansicht dieser Forschgr zirkulieren 
diese dem Chinin gegeniiber resistenten Lipasen bei allen denjenigen Er- 
krankungen der Leber im Blute, bei denen Gallenbestandteile ins Blut 
gelangen, sowie bei schweren Erkrankungen des Nierengewebes zum Unter 
schied von leichter Nephritis. Die Wirkung der Lipase des normalen Serums 
(3ecm) und desjenigen von Kranken werde durch 2mg Chinin vdllig 
aufgehoben, wahrend die gleiche Menge des Alkaloids auf die Nierenlipase 
ohne EinfluB sei'*), Bei Nephritis werde der Prozentgehalt der gegen Chinin 
resistenten Lipase im Harn erhéht'®), Andere Autoren leugnen aber die 
diagnostische Bedeutung dieser Reaktion ab, da experimentell verletzte 
Organe von Hunden (Vergiftung, Réntgenstrahlen, Unterbindung des 
Gallenganges) die Lipase nicht ins Blut abgeben"*); andererseits ist eine 
gegen Chinin resistente Lipase im Serum bei verschiedenen Erkrankungen ""), 
z. B. bei Leukaémie und bei pernizidser Animie'™) aufgefunden worden. 


1) P, Rona und R. Pavlovitch, diese Zeitschr. 184, 108, 1922. 
2) F. Krémeke, Klin. Wochenschr. 2, 1604, 1923. 

8) T. Koga, diese Zeitschr. 141, 430, 1923. 

4) H. Simon, Zeitschr. f. exper. Med. 39, 407, 1924. 

5) P. Rona und R. Pavlovitch, diese Zeitschr. 180, 225, 1922. 

6) P. Rona und H. E. Haas, ebendaselbst 141, 222, 1923. 

) K. Maeda, ebendaselbst 148, 347, 1924. 

8) E. Bloch, Klin. Wochenschr, 2, 1318, 1923. 

) H. Beumer, Zeitschr. f. Kinderheilk. 88, 593, 1924. 

1°) P. Rona und D. Reinicke, diese Zeitschr. 118, 213, 1921. 

11) P. Rona und H. Petow, ebendaselbst 146, 144, 1924. 

. Willstdtter und F. Memmen, H. 8. 188, 245, 1924. 

13) P, Rona. H. Petow und H. Schreiber, Klin. Wochenschr. 1, 2366, 1922. 
14) H. Petow und H. Schreiber, Klin. Wochenschr. 2, 1248, 1923. 
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15) E. Bloch, ebendaselbst 2, 1318, 1923. 

16) F. Krémeke, ebendaselbst 2, 1604, 1923; Arch. f. exper. Pathol. 100, 
77, 1923. 

17) H. Simon, Deutsch. med. Wochenschr. 49, 506, 1925. 

Derselbe, Zeitschr. f. exper. Med. 39, 407, 1924. 


-~ 
» 








180 J. A. Smorodinzew u. V. A. Danilow: 


B. Experimenteller Teil. 
I. Methodik der Untersuchung. 

Da wir uns die Aufgabe gestellt hatten, eine systematische Unter- 
suchung des Einflusses verschiedener Chininpraparate auf die fermenta- 
tiven Funktionen des Organismus auszufiihren, so gingen wir nach dem 
EiweiB!) und dem Kohlehydratferment*) zum Fettferment iiber und 
stellten es aus dem Pankreas dar. 

Das Pankreas eines Ochsen wurde sogleich nach dem Tode des Tieres 
vom Fett und Bindegewebe abpripariert und in der Fleischhackmaschine 
zerkleinert. Darauf wurde die Masse mit etwas Sand im Mérser verrieben 
und als Aktivator 3 bis 4g Galle auf je 100g Driisensubstanz zugesetzt. 
Sodann extrahierte man die Mischung in einem dunklen Glase mit der 
vierfachen Menge wisserigen Glycerins (zwei Gewichtsteile Glycerin auf 
einen Teil H,O) bei Gegenwart von Thymol als Antiseptikum. Nach 2 bis 3 
Tagen wurde der Extrakt von den Geweberesten abfiltriert. Wahrend 
einiger Wochen blieb die lipoklastische Kraft des Extrakts unveriindert, 
nahm aber dann ziemlich stark mit steigender Aciditat ab. 

Die Versuche wurden in folgender Weise ausgefiihrt. Zu einer in einem 
konischen, 40 bis 80 cem fassenden Kolben befindlichen 1 proz. wisserigen 

CH, 
\ 
Lésung von Triacetin, CH —(QOCCH,), wurde hinzugefiigt: 8 bis 16 cem 
oe Hy 
einer Lésung der Versuchssubstanz, 8 bis 16ccm des Glycerinextraktes 
des Ferments sowie einige Kubikzentimeter Toluol oder wenige Tropfen 
Chloroform. Die Reihenfolge der Zusiitze sowie die Dauer der Einwirkung 
des Chinins auf die Lipase ist ohne Bedeutung’). Nach einstiindigem 
Verweilen im Thermostaten bei 37 bis 38° wird eine bestimmte Menge der 
Mischung abpipettiert und mit n/50 KOH-Lésung bei Gegenwart von 
Phenolphthalein titriert. 
II. Vorldufige Versuche. 

Zur Neutralisation des Substrats dienten 1 bis 2 Tropfen n/50 KOH. 
Die Aciditat des frisch bereiteten Pankreasextraktes war auch nur gering 
und lieB sich durch Zusatz von 1,5 bis 3,0cem n/50 KOH auf 1 cem 
des Extrakts berechnen. Beim Stehen im Thermostaten erhéhte sich 
die Aciditaét ein wenig (s. Tabelle 1). Chinin allein, ohne Extrakt, ver- 
anderte die Aciditat der Triacetinlésung nicht. 

Die allmahlich fortschreitende Spaltung des Triacetins durch die 
Pankreaslipase ist aus Tabelle II zu ersehen, die zeigt, daB sich durch 
halbstiindlich bis stiindlich ausgefiihrte Titrationen die Wirkung der 
Lipase auf das Triacetin gut bestimmen abt. 

Uns interessiert vor allem die Frage, welche Reaktionsgleichung 
der Spaltung des Triacetins durch die Einwirkung der Lipase zugrunde 


1) J. A. Smorodinzew und A. N. Adowa, diese Zeitschr. 135, 128, 1923. 
2) J. A. Smorodinzew und A. S. Novikow, ebendaselbst 140, 12, 1923. 
3) P. Rona und D. Reinicke, ebendaselbst 118, 213, 1921. 
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Tabelle I. 





Temperatur Dauer Menge Menge des 
Versuch des des Verweilens des benutzten wer’ bs ee 
Nr Versuchs im Thermostaten Extraktes n50 KOH 
Cc Stdn. ccm com 
l 30 0 4.0 64 
2 30 20 4.0 8.2 
3 37 0 10 25 
4 37 6 1O 28 
5 37 0 10 285 
6 37 8 10 3.1 


zu legen ist. Nach Kastle und Loevenhart') kann die Spaltung des Athyl- 
butyrats durch Organlipase durch das einfache Verhaltnis (Regel von 
Schiitz-Brzissow) : 
t 
\ex 


ausgedriickt werden, das von Knaffle-Lenz*) noch vereinfacht worden ist : 


K : (1) 


_ xr 
K, =". (2) 


Nach Virtanen*) ist die Spaltung desselben Substrats durch die 
Milchdriisenlipase bei bestandigem py sowohl in alkalischem als in 
saurem Medium dem Gesetz der Reaktionen erster Ordnung: 


K,= In 2 (3) 


unterworfen. 

Wir berechneten die Ergebnisse unserer Versuche (aus Tabelle V) 
auf Grund dieser drei Gleichungen und ermittelten auch die Konstante 
der Reaktionen zweiter Ordnung: 


l ] ] 
= 7 4 
t, — ty \ a Cm a x, ) (4) 


K,= 


Tabelle III zeigt, daB der Proze®B im vorliegenden Falle am besten 
durch die Gleichung fiir monomolekulare Reaktionen ausgedriickt 
wird, die wir im folgenden auch nur anwenden werden. 

Als Ergiinzung wurden zu den Versuchen der Triacetinspaltung 
durch Lipase bei Gegenwart von Chininchlorid, deren Resultate in 


1) J. H. Kastle und A. S. Loevenhart, Amer. Chem. Journ. 24, 491, 1900. 
J. A. Smorodinzew, Die Fermente d. pflanzl. u. tier. Reiches 2, 203—207, 
1920. Moskau (russisch). 

2) E. Knafile-Lenz, Arch. f. exper. Patho]. 97, 242, 1923. 

3) A. J. Virtanen, H. 8. 187, 1, 1924. 
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Tabellen V bis VIII angefiihrt sind, Kontrollversuche mit gekochtem 
Extrakt angestellt, aus denen hervorging, daB bei Gegenwart von 
Chinin und gekochtem Extrakt das Triacetin nicht hydrolysiert wird 
(s. Tabelle IV). Aus diesem Grunde wurde die erwihnte Kontrolle 
nicht wiederholt und alle Versuche nur unter Priifung der Aciditats- 
veranderung des Extrakts ausgefiihrt, d. h. es wurde in den reagierenden 
Gemischen anstatt Triacetin Wasser angewandt. 
Wir untersuchten den Einflu8 des Chininchlorids, Cy) H,, N,O, HC! 
2H,O, des Chininsulfats, (C,)H,,N,O,),H,SO, + 8 H,O, eines 
Doppelsalzes von Chinin und Harnstoff, Cy)H,,N,O, .CO(N H,),2 HCl 
5 H,O, sowie den von freiem Harnstoff, CO(NH,),, und dessen 
Chlorid und Nitrat, CO(NH,),HCl und CO(NH,),HNO,, auf den 
ProzeB der Spaltung des Triacetins. 


III. EinfluB des Chininchlorids. 
Die Tabellen V bis VIII!) und Kurve 1 zeigen, daB das Chinin- 
chlorid in Konzentrationen von 0,03 bis 0,23 Proz. den ProzeB der 
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Abb. 1. 


Spaltung des Triacetins durch Lipase etwas beschleunigt, bei einer 
Konzentration von 0,01 Proz. aufhért, auf den ProzeB eine Wirkung 
auszuiiben. Die Spaltung des Triacetins durch Pankreaslipase sowohl 


1) In den Tabellen sind typische Beispiele aus einer groBen Anzahl 
analoger Versuche angefiihrt. 
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bei Gegenwart von Chinin als auch ohne dieses verliuft nach der 


, ‘ a 
Gleichung monomolekularer Reaktionen: k, = ; In( )- 
2 ae a 


IV. EiniluB des Chininsuliats. 

Aus den Tabellen IX bis X ersieht man, daB Chininsulfat in 
Konzentrationen von 0,026 bis 0,01 Proz. die Wirkung der Lipase 
etwas beschleunigt, bei 0,007 Proz. auf das Ferment keine Wirkung 
mehr ausiibt. Bei Gegenwart von Chininsulfat wird die Geschwindigkeit 
der Reaktion auch durch eine Gleichung erster Ordnung ausgedriickt. 


V. EinfluB der Doppelverbindung von Chinin und Harnstoj/. 
Die Tabellen XI bis XIV und Kurve 2 zeigen, daB in Gegenwart 
der Doppelverbindung von Chininchlorid und Harnstoff bei einem 
Gehalt von 0,6 Proz. im Reaktionsgemenge der Spaltungsvorgang 
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Abb. 2. 


véllig zum Stillstand kommt, in einer Konzentration von 0,4 bis 
0,16 Proz. verlangsamt wird und daB bei 0,08 Proz. das Doppelsalz 
auf den enzymatischen ProzeB keinen EinfluB mehr ausiibt. 


VI. EinfluB des Harnstoffs und seiner Salze. 

Die Tabellen XV bis XXI und Kurve 3 zeigen, daB freier Harnstoff 
in Konzentrationen von 0,75 bis 0,37 Proz. auf die Lipase keine Wirkung 
ausiibt, und daB dessen Salze, das Chlorid in einer Konzentration von 
0,07 bis 0,017 Proz. und das Nitrat bei 0,08 bis 0,02 Proz. den ProzeB 
verzégern. Vdéllige Wirkungslosigkeit tritt ein, wenn der Gehalt der 
Salze 0,009 bzw. 0,01 Proz. betrigt. 

Der Tabelle XV gemaB entspricht der Prozentgehalt des im Gemisch 
wirksamen Harnstoffs fiir je 2,0cem einer n/20 CO(NH,),-Lésung 
0,075 Proz. und fiir je 1,0 cem derselben Lésung 0,0375 Proz. 
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Tabelle X XI. 
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Zeit in Stunden 
Abb. 3. 


Schliisse: 

1. Zum Unterschied von anderen Substraten wird die Spaltung 
des 1 proz. Triacetins durch Pankreaslipase bei Gegenwart von Chinin- 
chlorid und Chininsulfat ihrer Konzentration proportional etwas be- 
schleunigt. 

2. Chininchlorid beschleunigt die Wirkung der Lipase in Kon- 
zentrationen von 0,22 bis 0,05 Proz.; bei einem Gehalt von 0,01 Proz. 
im Medium wird es unwirksam. 

3. 0,026- bis 0,013proz. Chininsulfatlésungen beschleunigen in 
sehr geringem Mabe die Spaltung des Triacetins durch Lipase, wahrend 
0,007 proz. Lésungen den ProzeB nicht beeinflussen. 
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4. Eine Doppelverbindung von Harnstoff und Chininchlorid hebt 
bei einem Gehalt von 0,6 Proz. des Gemisches die Wirkung der Lipase 
auf, verzégert den ProzeB bei einem Gehalt von 0,4 bis 0,16 Proz. und 
ist bei einer Konzentration von 0,08 Proz. unwirksam. 

5. Freier Harnstoff tibt auf Lipase keine merkliche Wirkung aus; 
die Salze, das Chlorid und das Nitrat verzégern die Spaltung des Tri- 
acetins, das erstere bei 0,07 bis 0,017 Proz., das letztere bei 0,08 bis 
0,02 Proz. Bei Konzentrationen von 0,009 bzw. 0,01 Proz. iiben beide 
Salze auf den ProzeB keinen EinfluB aus. 

6. An der Wirkung der Chininpraparate auf die Lipase sind sowohl 
die Anionen als auch die Kationen beteiligt: die SO/-lonen erhéhen die 
beschleunigende Wirkung des Alkaloids, wahrend die Harnstoffsalze 
dieselbe im Doppelsalz unterdriicken. 

7. Die Geschwindigkeit der Hydrolyse des Triacetins durch die 
Pankreaslipase sowohl bei Gegenwart von Chinin und Harnstoff als 
auch ohne dieselben folgt dem Gesetz der monomolekularen Reaktionen, 
das durch die Gleichung k = In ("| ausgedriickt wird. 

t \a— & 

8. Die Lipase ist dem Chinin gegeniiber im Vergleich zur Tryptase 
und zur Amylase etwas weniger empfindlich. 

9. Im allgemeinen wirken die untersuchten Priparate auf die 
Lipase ebenso wie auf die Amylase. 











Eine Methode zur quantitativen Bestimmung des Arsens. 
Von 
Ivar Bang f. 
(Aus dem medizinisch-chemischen Institut der Universitat Lund.) 
(Eingegangen am 15, Juni 1925.) 


Mit 1 Abbildung im Text. 


Bei allen jetzt iiblichen Methoden der Arsenbestimmung in ver- 
schiedenen Gegenstinden wird das Arsen unter Kochen mit Salzsiure 
(sogenannte Schneiderdestillation) in eine Vorlage tiberdestilliert. 
Bei den meisten Methoden zur quantitativen Bestimmung wird das 
Arsen zunichst in der Vorlage isoliert, indem man es als Sulfid ausfallt. 
Dagegen wird das Arsen in der Vorlage nicht direkt durch Titrierung 
bestimmt. Der Grund dafiir ist nicht, daB man das Arsen nicht direkt 
titrimetrisch bestimmen kann. Im Gegenteil, wir besitzen aubBer- 
ordentlich feine Titrierungsmethoden fiir Arsen in Lésung. Auch das 
ist nicht der Grund, daB das Arsen sich in der Vorlage nicht in einer 
Form finde, daB es direkt titriert werden kénnte. Ebensowenig ist 
die verhaltnismaBig bedeutende Salzsiuremenge ein absolutes Hindernis 
fiir die Ausfiihrung der Titrierung. Andererseits ist es zweifellos viel 
bequemer und zeitsparender, das Arsen sofort direkt in der Vorlage 
zu bestimmen, ohne es dort erst zu isolieren, um dann nach erneuter 
Lésung die SchluBtitrierung auszufiihren. Dazu kommt, daS man 
besonders bei geringen Arsenmengen, um die es sich gew6hnlich handelt, 
bei dem ReinigungsprozeB einen Verlust an Arsen riskiert, was man 
bei direkter Titrierung des Destillats natiirlich nicht zu _befiirchten 
hat. Wenn man daher immer der umstindlichen, sogar a priori weniger 
genauen Methode vor der einfachen direkten Titrierung den Vorzug 
gegeben hat, so liegt die Ursache sicherlich darin, daB man von der 
bestimmten Voraussetzung ausging, da andere fremde Stoffe bei 
der Schneiderdestillation mit in die Vorlage tibergehen und durch 
ihre Gegenwart eine direkte titrimetrische Bestimmung des Arsens 
unméglich machen wiirden. Diese Annahme ist auch sicher richtig, 
wenn der Gegenstand, der untersucht werden soll, direkt einer 
Schneiderdestillation unterworfen wird. Sehr oft, namentlich wenn 
der Gegenstand organische Stoffe enthalt, gehen Verunreinigungen 
in die Vorlage tiber, die jede oxydimetrische Arsenbestimmung un- 
méglich machen, weil sie selber reduzierend wirken. Auch wenn man 
das Arsen zu reinigen sucht, indem man es als Sulfid aus dem Destillat 
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ausfallt, lauft man Gefahr, daB die nachfolgende Titrierung des Arsen- 
sulfids unrichtig ausfaillt, weil die Verunreinigungen trotzdem in den 
Sulfidniederschlag mitgerissen sein kénnen. 

Die Voraussetzung dafiir, daB das Arsen bei der Schneider- 
destillation direkt titrimetrisch in der Vorlage bestimmt werden kann, 
ist also die, daB nur Arsen iibergeht oder daB jedenfalls mit dem Arsen 
nur solche Stoffe tibergehen, die nicht auf die titrimetrische Bestimmung 
des Arsens einwirken. 

Hat man sich diesen Umstand einmal klargemacht, so ist es nicht 
weiter schwer, den Weg anzugeben oder zu finden, der zur Lésung 
des Problems fiihrt. Wenn man simtliche organischen Stoffe in dem 
Gegenstand durch Verbrennung zerstért, ehe man die Schneider- 
destillation ausfiihrt, so fallt ja die Fehlerquelle, was die organischen 
Stoffe betrifft, weg. Und von den anorganischen Stoffen, die in Frage 
kommen, kann man schon von vornherein die meisten ausschlieBen. 
Hauptsachlich handelt es sich hierbei um Antimon, das jedoch in 
Wirklichkeit nicht schwer als Verunreinigung zu vermeiden ist, jeden- 
falls in Mengen, die praktische Bedeutung haben. Durch eine voran- 
gehende Verbrennung wird man also in den Stand gesetzt, das Arsen 
so rein zu destillieren, daB es ohne weiteres titrimetrisch in der Vorlage 
bestimmt werden kann. Aber man erzielt dabei zugleich einen sehr 
wesentlichen Vorteil. Wird die Schneiderdestillation direkt mit 
dem arsenhaltigen Gegenstand vorgenommen, so liegt die Méglichkeit 
vor, daB ein gréBerer oder kleinerer Teil des Arsens nicht als Trichlorid 
in die Vorlage tberdestilliert, sondern im Gegenstand zuriickbleibt. 
DaB diese Méglichkeit bei viel Raum einnehmenden Gegenstinden 
wirklich recht oft eintrifft, wird spiter gezeigt werden. Dazu kommt, 
daB das Arsen, was als organische Arsenverbindung vorhanden ist. 
méglicherweise oder wahrscheinlich ganz oder teilweise sich der Be- 
stimmung entzieht, indem es beispielsweise in Form fliichtiger Arsen- 
verbindungen entweichen kann, die bei der Bestimmung verloren 
gehen. Wird dagegen der Gegenstand vor der Destillation vollkommen 
verbrannt, so fallen diese Fehlerquellen weg. Alles Arsen liegt dann 
in anorganischer Form vor und geht in seiner Gesamtheit als Trichlorid 
in die Vorlage tiber. Dies jedoch nur unter der Voraussetzung, dab 
kein Arsen bei der Verbrennung selbst verloren geht. Die letzterwahnte 
Moglichkeit ist tatsichlich die Schwierigkeit, an der viele Methoden 
gestrandet sind. Bei unvorsichtiger Verbrennung, besonders auf 
trockenem Wege, kann leicht Arsen verloren gehen. Das Vorgehen 
bei einer einfachen und zuverlissigen Methode zur Arsenbestimmung 
muB daher im Prinzip das sein, daB der betreffende Gegenstand zu- 
nichst am besten auf nassem Wege verbrannt wird, etwas, was die 
nachfolgenden Manipulationen in hohem Grade erleichtert. Das Resi 
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duum wird dann einer Schneiderdestillation unterworfen, worauf 
das Arsen durch direkte Titrierung des Destillats bestimmt wird. Eine 
solche Methode bietet im groBen und ganzen eine vollstandige Analogie 
zu unserer gebrauchlichsten Methode der Stickstoffbestimmung — 
der Kjeldahlmethode. Hier wird der Gegenstand auf nassem Wege 
vermittelst Schwefelsiure verbrannt, worauf aller Stickstoff, und nur 
dieser, in Form von Ammoniak iiberdestilliert wird, um schlieBlich in 
der Vorlage titrimetrisch bestimmt zu werden. Bei der Arsenmethode 
wird ebenfalls zuerst eine Verbrennung auf nassem Wege vorgenommen— 
wobei Schwefelsiure und Salpetersaure vor allem in Betracht kommen —, 
dann wird das Arsen allein als Trichlorid tiberdestilliert und titrimetrisch 
im Destillat bestimmt. Es ist in der Tat gerade Kjeldahls Methode, 
die dem Verfasser die Idee zu der Methode der Arsenbestimmung 
gegeben hat, die im folgenden beschrieben werden soll. 

Wie im vorangehenden angedeutet ist, kann das Vé¢rfahren zur 
Bestimmung des Arsens in den verschiedenen Gegenstinden, die in 
Frage kommen, in folgende Momente eingeteilt werden: 1. die Ver- 
brennung der Substanz, wodurch sich schlieBlich alles Arser als Arsen- 
siure in Lésung befindet; 2. die Reduktion der Arsensiure zu arseniger 
Siure und die Uberdestillation dieser in eine Vorlage; 3. die titri- 
metrische Bestimmung des Arsens als arsenige Siure in der Vorlage. 

Die Verbrennung gestaltet sich je nach der Beschaffenheit des 
vorliegenden Gegenstandes etwas verschieden — je nachdem es eine 
Flissigkeit oder ein fester Kérper ist, ob er voluminés und reich an 
organischen Stoffen ist oder nicht. Dagegen erfolgt die Destillation 
und Titrierung des Arsens natiirlich immer in der gleichen Weise. 


1. Die Verbrennung. 

Die Verbrennung des Gegenstandes geschieht auf nassem Wege ver- 
mittelst Salpeter- und Schwefelsiiure. Dieses Verfahren ist keineswegs neu, 
sondern im Gegenteil schon seit langer Zeit gebrauchlich. Es sind tatsichlich 
nur ein paar Einzelheiten, die von der friiheren Methode abweichen. Aber 
gerade durch diese Abweichungen glaube ich eine schnellere und voll- 
standigere Verbrennung zu erreichen, ohne da8 ein Verlust an Arsen statt- 
findet. Diese Vorteile werden durch die Art erreicht, wie die Quantitit 
der Salpetersiure im Verhiltnis zur Schwefelsiiure reguliert wird, und die 
Art, wie die Salpetersiiure zugefiihrt wird. Das Verfahren ist folgendes: 

Der Probe werden zuniichst in einem 300-cem-Kjeldah|kolben 
20 bis 22 ccm arsenfreier konzentrierter Schwefelsaure zugesetzt (wenn nétig, 
mehr, dariiber niéiheres spiiter). Der Kolben wird geschiittelt, so dab die 
Probe vollstandig von der Schwefelsiure befeuchtet wird, dann erwiirmt 
man vorsichtig iiber einem Mikrobrenner bis zur eben beginnenden Ver- 
kohlung. Jetzt wird unter fortgesetzter Erwairmung konzentrierte rauchende 
arsenfreie Salpetersiiure Tropfen fiir Tropfen zugesetzt (mit 4 bis 8 Se- 
kunden Zwischenraum). Am besten verwendet man dazu einen Tropf- 
trichter mit langem, zweifach winklig gebogenem AusfluBrohr (s. Abb. 1). 
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Man vermeidet dabei wie immer, die Salpetersiure am Kolbenhals entlang 
hinabflieBen zu lassen, sondern tropft sie direkt in die Schwefelsiéure. (Sonst 
wird das Glas leicht briichig.) Hiermit fahrt man fort, bis die Fliissigkeit 
sich vollstandig geklirt und eine gelbe Farbe angenommen hat. Das 
Oxydationsvermégen der Salpetersiture wird vollkommener ausgenutzt, 
wenn sie tropfenweise zugesetzt wird, als wenn gréBere Mengen auf einmal 
zugefiihrt werden. Ferner wirken die entstehenden nitrosen Gase als ein 
kriaftiger Katalysator bei dem weiteren Salpetersiiturezusatz. Dadurch 
wird die Salpeterséurezufuhr ungefahr auf das Minimum dessen beschrankt, 
was streng notwendig ist, um eine vollstandige Verbrennung zu erzielen. 
Nach beendeter Salpeterséurezufuhr, wobei je nach Beschaffenheit des 
Gegenstandes sehr verschiedene Mengen gebraucht werden, wird die Fliissig- 





















































Abb. 1. 


keit iiber voller Flamme erwirmt. Ist die Verbrennung vollstandig, so 
bleibt die Fliissigkeit klar und entfarbt sich gewéhnlich vollkommen, Sind 
Spuren organischer Substanz zuriickgeblieben, so farbt sich die Fliissigkeit 
etwas dunkler, wird aber nach kiirzerer Zeit doch vollstindig von der 
Schwefelsiure oxydiert. Dabei kann man indessen einen Verlust an Arsen 
riskieren. Tritt daher die geringste Dunkelfarbung der Fliissigkeit bei der 
Erhitzung ein, so wird die Salpetersiiturebehandlung fortgesetzt, indem 
man die Hitze vermindert und tropfenweise Salpetersiiure zusetzt. Nach 
Zusatz von einigen Tropfen Salpetersiiure, mehr oder weniger je nach 
Bedarf, wird die Erhitzung mit Schwefelsiure allein fortgesetzt. Wenn die 
Farbe sich nach 5 bis 10 Minuten langer Erhitzung nicht andert, ist die 
Verbrennung vollsténdig. 

Unter giinstigen Umstiinden ist nach beendeter Verbrennung alle 
Salpetersiure vollstandig verbraucht und die Fliissigkeit zur Reduktion 
fertig. Im allgemeinen diirfte indessen ein geringer Uberschu8 von Salpeter- 
siure und damit zugleich ein recht betriichtlicher an nitrosen Gasen als 
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Nitrosylschwefelsiure vorhanden sein. Beide Bestandteile miissen absolut 
vollstandig entfernt werden, ehe man weiter geht. Sonst ist die Analyse merkbar 
verloren. Die Salpetersiiure entweicht vollstindig bei fortgesetzter Er- 
wirmung, die nitrosen Gase dagegen nicht. Um beide zu entfernen, habe 
ich verschiedene Wege versucht, z. B. die Reduktion mit Harnstoff. Nach 
meiner Erfahrung ist folgendes Verfahren das einfachste und praktischste. 
Man setzt nach Abkiihlung 50 cem Wasser zu, wodurch eine vollstandige 
Dissoziation der Nitrosylschwefelsiure eintritt. Dies zeigt sich daran, daB 
sich der Kolben mit braunem Dampf fiillt. Ferner setzt man einige Koch- 
steine zu, da die Fliissigkeit bei fortgesetztem Kochen sonst ziemlich stark 
st6Bt. Darauf wird alles Wasser weggekocht, womit zugleich die nitrosen 
Gase entfernt werden. Von dem Augenblick an, wo weiBer Schwefelsiure- 
dampf im Kolben auftritt, wird das Kochen noch 15 Minuten fortgesetzt. 
Im Laufe dieser Zeit wird alle Salpetersiure vertrieben; jetzt wird die 
Flamme entfernt und der Kolben zur Abkiihlung hingestellt. 

Im allgemeinen ist die Fliissigkeit jetzt véllig farblos. Bei Abwesenheit 
anorganischer Farbstoffe ist dies indes nicht immer der Fall. Man kann 
dann nicht nach der Farbe beurteilen, ob die Verbrennung beendet ist. 
In solechen Fallen mu8 man nach beendeter Verbrennung folgende Probe 
anstellen. Wenn der Inhalt des Kolbens etwas abgekiihlt ist, setzt man 
30 cem Wasser und einige kleine Kristalle Permanganat zu. Ist alles ver- 
brannt, so behiJt die warme Fliissigkeit ihre rote Farbe unveriindert bei, 
anderenfalls tritt Entfarbung ein. Man mu8 dann, nachdem man das Wasser 
weggekocht hat, die Verbrennung mit Salpetersdure fortsetzen. 

Was dieser Verbrennungsmethode den Vorzug vor den friiher ange- 
wendeten gibt, ist zunichst der Umstand, daB die Verbrennung sehr rasch 
vor sich geht, daB sie weniger Aufsicht erfordert und weniger Oxydations- 
mittel verbraucht. Ferner ist die Verbrennung vollstédndig. Und endlich 
geht die Verbrennung so langsam vor sich und bei dem kritischen Zeitpunkt 
— im Anfang —, wo sonst ein Verlust an Arsen erfolgen kann, unter so 
mi&Biger Erwirmung und unter stindiger Zufuhr von Salpetersiure, daf 
sich kein Arsen verfliichtigt. 

Diese allgemeine Verbrennungsmethode erfordert indessen gewisse kleine 
Modifikationen je nach der Beschaffenheit der zu untersuchenden Gegenstinde. 

Was Gegenstiinde wie Tapeten, Stoffe, Garn, Teppiche, Farbstoffe 
abgekratzte Bemalung usw. betrifft, so nimmt man zur Analyse die in der 
geltenden Giftverordnung') vorgeschriebenen Mengen. Die Probe wird 
zunichst fein zerteilt und in den Kjeldahlkolben gebracht, worauf 
Schwefelsiure zugesetzt wird. Voluminése Stoffe, wie z. B. Teppiche, 
erfordern mehr Schwefelsiure als oben gesagt ist, um verbrannt zu werden, 
weil der Gegenstand gut mit der Saéure durchfeuchtet sein muB, ehe der 
Salpetersiurezusatz beginnenkann. Alle Stoffe, die Fett enthalten, erfordern 
viel mehr Salpetersiiure und brauchen auch langere Zeit zur Verbrennung. 

Harnproben und andere Fliissigkeiten, wie Wasser und Bier, erfordern 
eine etwas andere Behandlung als die oben beschriebene. Vom Harn wird 
ein Zehntel der Tagesmenge in einen MaBzylinder gebracht. Darauf wird 
ein Fiinftel des genannten Volumens rauchender Salpetersiiure unter Um 
rihren zugesetzt. Dann werden 100 bis 150 cem des Gemisches in den 
Kjeldahlkolben gefiillt, wihrend der Rest in den iiber dem Kolben befind- 


1) Bezieht sich auf die im Jahre 1917 in Schweden geltende Gift- 
verordnung. 
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lichen Tropftrichter gegossen wird (s. Abb. 1). Ein paar Kochsteine 
(erbsengroBe Scherben von einem Daniellschen Tonzylinder) werden in 
den Kolben geworfen, und dieser wird nun zum Kochen erhitzt. Im all- 
gemeinen tritt anfangs starke Schaumbildung auf, die es nétig macht, 
die Flamme einige Augenblicke zu entfernen. Das Kochen erfolgt dann 
ruhig und regelmaBig unter bestiindigem Tropfen aus dem Trichter. Wenn 
das ganze Volumen auf etwa 50 ccm konzentriert ist, werden auf einmal 
einige Kubikzentimeter Salpetersiiture zugesetzt, und das Kochen wird 
fortgesetzt, bis nur noch 10 bis 15 cem iibrig sind!). Nach Abkiihlung wird 
die Fliissigkeit auf Chlor gepriift. (Mit einem Kapillarrohr wird ein Tropfen 
entnommen und in eine Silbernitratlésung getropft.) Ist Chlor vorhanden, 
so werden noch einige Kubikzentimeter Salpetersiiture und 10 bis 15 cem 
Wasser zugesetzt, und man fahrt mit Kochen fort, bis die Fliissigkeit abermals 
auf 10 bis 15 cem konzentriert ist. (Eine schwache positive Chlorreaktion 
ist bedeutungslos. In Wirklichkeit habe ich dieses zweite Eindampfen 
nur sehr selten auszufiihren brauchen.) 

Nach Abkiihlung der Fliissigkeit werden vorsichtig 25 cem konzentrierter 
Schwefelsiure zugesetzt *). Bei dem Zusatz tritt niimlich von neuem starke 
Schaumbildung auf. Man vermeidet dies, wenn man die Saéure vorsichtig 
und unter Umschiitteln zusetzt. Darauf erfolgt die Verbrennung wie ge- 
wohnlich unter tropfenweisem Zufiigen von Salpetersiture. Ausnahmsweise 
kann bei verdiinntem Harn von niedrigem spezifischen Gewicht die ganze 
Verbrennung wiihrend des Eindampfens vor sich gehen. Sollte bei der 
Verbrennung eine gréBere Menge Schwefelsiiure verbraucht werden, als 
berechnet, was man nach dem Volumen der Lisung nach der Verbrennung 
beurteilen kann, so muB der Verlust ersetzt werden, ehe man die Destillation 
vornehmen kann. Dies kann entweder annihernd geschehen, indem man 
das Volumen im Destillationskolben mit einem anderen Kjeldah|kolben 
vergleicht, der 22 cem Wasser enthalt. Will man genau vorgehen, so mu 
man den Kolben nach der Verbrennung wigen. Das Eigengewicht des Kolbens 
abgerechnet, soll das Gewicht durchschnittlich etwa 40g betragen. 

Obige Beschreibung gilt fiir die Harnanalyse. Andere Fliissigkeiten 
werden in gleicher Weise behandelt. Da sie im allgemeinen airmer an or- 
ganischen Stoffen sind als Harn, volizieht sich die Verbrennung rascher. 
Sollten sie dagegen reicher an organischer Substanz sein, so braucht man 
mehr Salpetersiiure, und die Verbrennung erheischt gréBere Vorsicht. 

Nahrungsmitiel: a) Vegetabilien, wie Korn, Graupen, Reis, Erbsen, 
Bohnen u. dg]. 10 g*) werden abgewogen, in den K jeldah|kolben gebracht 
und mit 25ccm Wasser und 25 cem konzentrierter Schwefelsiure iiber- 
gossen. Beim Umschiitteln tritt beginnende Schwarzung ein. Vorsichtig 

1) Mehrmals sind hierbei plétzliche explosionsartige StéBe aufgetreten, 
so daB der Inhalt des Kolbens verloren ging. Dies ist nur bei Harnproben, 
die reich an Zucker oder Eiwei8B waren, vorgekommen; es ist daher besser, 
diese Stoffe, wenn sie in etwas gréBeren Mengen vorhanden sind, vorher zu 
entfernen. 

2) Da ein Teil der Schwefelsiiure zur Neutralisierung der im Harn vor- 
handenen Alkalien verbraucht wird, mu man hier etwas mehr nehmen, 
als sonst vorgeschrieben ist. 

3) Handelt es sich um stirker wasserhaltige Vegetabilien, wie z. B. 
Koh! usw., so nimmt man zur Analyse eine Menge, die 10 g Trockensubstanz 


entspricht. 
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wird nun ohne Erwarmung tropfenweise rauchende Salpetersiure zugesetzt. 
Bei jedem Zusatz tritt starkes Schiumen ein, besonders im Anfang. Droht 
die Fliissigkeit tiberzuschiumen, so kann man durch rasche Abkiihlung 
das Schitumen eindimmen. Man fiigt nicht eher wieder neue Salpetersiiure 
zu, bis das Schiumen vom letzten Male aufgehért hat. Tritt bei Salpeter- 
siurezusatz keine Schaumbildung mehr auf, so wird die Fliissigkeit im 
Wasserbade erwirmt, bis vollstandige Lésung eingetreten ist und die 
Fliissigkeit eine gelbbraune Farbe angenommen hat. Darauf wird die 
Erwiirmung vorsichtig iiber einem Mikrobrenner vorgenommen, bis alles 
Wasser verdampft ist und wieder eine beginnende Verkohlung auftritt. 
Jetzt beginnt von neuem die Zufuhr von Salpetersiiure durch den Tropf- 
trichter, worauf die Verbrennung nach dem allgemeinen Schema beendet 
wird, Weil eine betriichtliche Menge Salpetersiiure gebraucht wird — 
50 bis 100 com — ist das Volumen derselben zu notieren und eine Korrektur 
fiir eventuell darin vorhandenes Arsen vorzunehmen, indem man den 
eventuellen Arsengehalt der Salpetersiiure in einem besonderen Versuch 
ein fiir allema] bestimmt. 

b) Animalische Nahrungsmittel, wie Fleisch, Fisch usw., sind schwieriger 
zu verbrennen als alle vorhergehenden Proben. Namentlich ist das Fett 
schwer zu bewiltigen. Daher gestaltet sich die Verbrennung um so miih- 
samer, je fettreicher der Gegenstand ist. Die Verbrennung nimmt dann 
Jangere Zeit in Anspruch, erfordert gréBere Quantititen Salpetersiiure, 
und die Fliissigkeit hat griéBere Neigung, iiberzuschiumen. Die Verbrennung 
ist tiberhaupt eine groBe Geduldsprobe. Man kann aber gut mehrere Analysen 
auf einmal in Arbeit haben, da alle Proben gleichzeitig besorgt werden kénnen, 

50 bis 100g am besten fein gemahlenen Materials werden in den 
Kjeldahlkolben gebracht und mit 25 bis 30 cem konzentrierter Schwefel- 
sdure iibergossen. Die Mischung wird gut umgeschiittelt, wobei Wiarme 
entsteht. Dann wird sehr vorsichtig tropfenweise konzentrierte Salpeter- 
séure zugesetzt ohne weitere Erwirmung. Im allgemeinen tritt bei jedem 
Salpetersiéurezusatz starkes Schiitumen ein. Auch hier geht das Schiumen 
bei Abkiihlung zuriick. Wenn das erste Schiumen voriiber ist und weiterer 
Salpetersiurezusatz keine Schaumbildung mehr veranlaBt, geht man zur 
Erwirmung im Wasserbade iiber, wobei man tropfenweise Salpeterséure 
zufiihrt. Dabei entsteht neue Schaumbildung, weshalb auch weiterhin 
Vorsicht erforderlich ist. SchlieBlich — in der Rege] nach mehreren Stunden 
— ist die Probe aufgelést und die Fliissigkeit nimmt eine braunrote Farbe 
an. Darauf wird die Erwarmung auf dem Mikrobrenner fortgesetzt, und wenn 
alles Wasser verdampft ist, erfolgt die Verbrennung schlieBlich nach dem 
allgemeinen Schema. Eine Schaumbildung tritt jetzt nur noch bei be- 
sonders fetthaltigem Material ein. Man sieht dann eine Fettschicht oben auf 
der Fliissigkeit schwimmen, die teils eine betrachtliche Menge Salpetersiure 
zu ihrer Verbrennung erfordert, teils die Schaumbildung bei Salpeterséure- 
zusatz verursacht. In diesem Falle muB man daher auch weiterhin Salpeter- 
siure mit Vorsicht zufiigen. Das verbrauchte Salpetersiiurevolumen ist 
fiir eventuelle Korrektur zu notieren. Die Salpetersiure ist nimlich selten 
volikommen arsenfrei. 


2. Reduktion und Destillation. 

Nach beendeter Verbrennung liegt alles Arsen in Form von Arsensiure 
vor. Damit diese destilliert werden kann, muB sie erst zu arseniger Siure 
reduziert werden, die als Arsentrichlorid in die Vorlage iibergeht and hier 
oxydimetrisch bestimmt wird. Nachdem der Kolben durch Wegnehmen der 
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Flamme abgekiib]t ist, kann man in der Regel gleich dazu iibergehen, die 
Arsensiiure zu reduzieren, Bisweilen ist jedoch ein groBer Teil der Schwefel- 
siure verbraucht (niimlich wenn das Material aus Teppichen oder fett- 
reichen Stoffen, eventuell auch Farbstoffen bestanden hat). Man mu8 dann 
erst den Verlust an Schwefelsiiure ersetzen, was dadurch geschehen kann, 
daB8 man Schwefelsiure bis ungefihr zu dem gleichen Volumen nachfiillt, 
wie es 22ccm Wasser in einem anderen 300-cem-KjeldahIlkolben ein- 
nehmen, Im allgemeinen diirfte dies jedoch iiberfliissig sein. Einige Kubik- 
zentimeter Schwefelsiure mehr oder weniger haben namlich keine Ein- 
wirkung auf das Resultat. 30ccem Wasser und ein Teeléffel Mohrs Salz 
oder die gleiche Menge Ferrosulfat!) in Substanz werden zugesetzt, wodurch 
die Arsenséure zu arsenizer Séiure reduziert wird, die mit Salzséure Arsen- 
trichlorid bildet, das beim nachfolgenden Kochen mit Salzsiuredimpfen 
iiberdestilliert. 

Nachdem die Fliissigkeit von neuem abgekiih]t ist, wird die Destil- 
lation vorgenommen. Zunichst wird das untere Ende des Destillations- 
rohres vermittelst eines Gummipfropfens (der fest am Robr sitzt) mit einem 
300-ccm-Fresenius-Kolben vereinigt, der 30ccm 20proz. nitritfreie 
Natronlauge und 100ccem destilliertes Wasser und 2 Tropfen Phenol- 
phthalein enthaélt. Darauf werden in den Destillationskolben 20g reines 
Chlorkalium eingefiihrt, das kein Arsen oder andere reduzierende Stoffe, die 
in die Vorlaze iibergehen kénnten, enthalten darf, und ein Teeléffel Brom- 
kalium hinzugefiigt. Der Kolben wird unmittelbar mit dem Destillationsrohr 
verbunden, entweder durch einen am Rohr festsitzenden Gummipfropfen *) 
oder durch Glasverbindung. Kolben letzterer Art mit eingeschliffenem Hals 
und dazu passender Glasverbindung am Destillationsrohr sind iiberhaupt 
vorzuziehen, aber sie sind teuer und gehen leicht entzwei. Die Glasverbindung 
zwischen Kolben und Destillationsrohr wird vorher mit einigen Tropfen 
konzentrierter Schwefelséure angefeuchtet, um das Auseinandernehmen 
nach der Destillation zu erleichtern. Der Freseniuskolben taucht wihrend 
der Destillation teilweise in ein mit kaltem Wasser gefiilltes Becherglas ein, 
um eine Erwirmung des Inhalts zu verhindern (s. Abb. 1). Die Spitze des 
Destillationsrohres darf die Fliissigkeit in der Vorlage nicht beriihren. 
Dadurch vermeidet man ein Zuriicksaugen der Fliissigkeit bei unregel- 
maéBigem Kochen. Nun wird der Kolben iiber einem Drahtnetz mit einem 
kraftigen Bunsenbrenner erwihnt, wobei zunachst die Luft vertrieben wird. 
Spiiter entwickelt sich ein kraftiger Strom von Salzséuregas, das nicht 
vollstiindig von der Lauge in der Vorlage absorbiert wird, sondern zum 
Teil durch das Seitenrohr des Freseniuskolbens entweicht. Zahlreiche 
Versuche haben indessen gezeigt, da3 auch nicht Spuren von Arsen die Lauge 
passieren und mit dem Salzsiuregas entweichen, Alles Arsen wird von der 
Lauge in der Vorlage zuriickgehalten, auch wenn das Gas in kraftigem 
Strom entweicht. Allmihlich beginnt die rote Farbe in der Vorlage wieder 
zum Vorschein zu kommen. Ungefahr gleichzeitig nimmt der Gasstrom 
ab und die Salzsiure geht zusammen mit dem Wasser iiber. SchlieBlich 
firbt sich die Fliissigkeit in der Vorlage intensiv rot und wird dann im Laufe 


1) Ferrosulfat ist als kraftigeres Reduktionsmittel gewiB vorzuziehen. 
2) Die Pfropfen diirfen keine reduzierende Substanz abgeben, Gummi- 
pfropfen miissen vor der Anwendung einige Tage in konzentrierter Chlor- 
wasserstoffsiiure liegen. Vor dem Kriege waren gute Gummipfropfen 
leicht erhaltlich. Jetzt ist es unméglich, eine brauchbare Sorte aufzutreiben. 
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einiger Sekunden farblos. Jetzt wird die Destillation abgebrochen und die 
Vorlage entfernt. 

Vor dem Kriege erhielt man bei Anwendung von Kaliumchlorid allein 
— Kahlbaums Praparat ,,pro analysi mit Garantieschein*‘ — ohne Zusatz 
von Bromid gute Werte. Spéater, als wir unser Kaliumehlorid selber rein 
darstellen muBten, wurden die Resultate schlechter, insofern, als wir immer 
zu niedrige Werte erhielten. 

Durch Professor Rambergs Untersuchungen ist die Ursache der 
wechselnden Resultate aufgeklirt worden. Wihrend Rohmer, Jannasch 
und andere nachgewiesen haben, daB Zusatz von Bromkalium das Ab- 
destillieren von gréBeren Arsenmengen erleichtert, fand Ramberg, daf die 
Anwesenheit von Bromiden in geringer Menge eine notwendige Bedingung 
dafiir ist, daB auch kleine Arsensituremengen von Ferrosulfat in angemessener 
Zeit volistandig zu arseniger Siéure reduziert werden. Fehlen die Bromide, 
so bleibt die Reduktion unvollstindig, und es destilliert infolgedessen nur 
ein Teil des Arsens iiber. DaB Kahlbaums Kaliumchlorid viel besser 
war als das durch Umkristallisieren von mir dargestellte, beruht darauf, 
daB ich durch die Reinigung das Kaliumchlorid von Kaliumbromid be- 
freite, wihrend Kah]baums Praparat Bromid enthielt. Diese Méglichkeit 
war mir entgangen, doch mag zur Entschuldigung dienen, daB Kah! baums 
Praparat garantiert rein war mit beigefiigter Analyse tiber vorhandene 
minimale Verunreinigungen — unter denen indes Kaliumbromid nicht 
aufgezihit war. 

Die Wirkung des Bromidzusatzes ist auBerordentlich frappant. Bei 
Anwendung bromidfreien Kaliumchlorids erhielt ich z. B. in einer Analyse 
0,750 mg Arsen statt, wie berechnet, 2,00 mg, wahrend in einer anderen 
Probe mit Bromid (etwa 1 g) 2,02 mg As erhalten wurden. (Ubrigens sei 
auf die untenstehenden Analysen hingewiesen.) 

AuBer dem Umstand, da8 man durch Zusatz kleiner Bromidmengen 
das Arsen quantitativ reduziert erhalt, hat die Gegenwart des Bromids 
auch andere Vorteile, die die Prozedur recht betrichtlich vereinfachen. 
Man braucht das Arsen nicht von vornherein mit Mohrs Salz zu reduzieren, 
sondern kann dies zusammen mit dem Kaliumchlorid zusetzen und dann 
direkt destillieren. Man kann die Destillationszeit, innerhalb der Grenz- 
werte, die fiir die Methode gelten, ganz betrichtlich verkiirzen. Man braucht 
nicht 30g Kaliumchlorid, wie sie urspriinglich verwendet werden, sondern 
nur 20g, um eine geniigende Menge Salzsaure fiir die Destillation zu ent- 
wickeln, 

Man braucht ferner keinen Kiihler am Destillationsapparat. Man 
riskiert bei dieser kurzen Destillationszeit nicht, daB die Fliissigkeit zu stark 
eindampft, wobei die Schwefelsiure durch das Ferrosulfat zu schwefliger 
Séure reduziert werden kann. Diese kénnte nimlich iibergehen und die 
Arsenbestimmung im Destillat unmégzlich machen. Dieser Méglichkeit 
entgeht man weiterhin dadurch, da8 man die der Schwefelsiiure zugesetzte 
Wassermenge von urspriinglich 20 cem auf 30 ccm erhdht. 

In obiger Beschreibung ist der Zusatz von ganzen 2g Bromkalium 
vorgeschrieben, eine bedeutend gréBere Quantitét als Ramberg sie an- 
wendet. Tatsiichlich kann man sich mit etwas weniger behelfen, wenn man 
nimlich das Arsen nach der alten Methode: Kochen mit Mohrs Salz vor 
der Destillation — reduzieren will. Tabelle I zeigt die Resultate einiger 


1) Mir freundlichst von Prof. Ramberg iiberlassen. 
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Tahe Le I. 





Zugesetztes Br As berechnet | As gefunden Differenz 
mg mg mg mg 
10 0,209 0,208 — 0,001 
10 0,512 0,502 — 0,010 
10 1,008 0,934 — 0,074 
40 1,006 1,000 — 0,006 


Da man indessen ebensogut einen Teeléffel wie eine Messerspitze 
Bromkalium nehmen kann, empfehle ich die erste Alternative als bequemer 
und zeitsparender. Die Resultate einiger Versuche, auf diese Weise aus- 
gefiihrt, also genau nach obiger Vorschrift, sind in Tabelle IT zusammen- 
gestellt. Das Arsenik wird als gewdhnliche Lésung zugesetzt. Von der 
Arseniklésung (As,O,) werden wechselnde Mengen abgemessen, die zu 
nichst im Kolben mit Permanganat oxydiert werden. 


Tabelle II 





As berechnet As gefunden Differenz 
mg mg mg 
20,00 19,170 — 0,830 
10.00 9,880 — 0,120 
7,725 7,676 — 0,049 
3,919 3,922 + 0,003 
3,919 3,920 + 0,001 
0.975 0.975 ~0 
0,392 0,392 =) 
0,196 0,196 +0 


Wie aus der Tabelle hervorgeht, liefert die Methode exakte Werte bis 
zu 4mg Arsen. Von 5 bis 20 mg ist der absolute Verlust gleichmaéBig an- 
steigend. Doch liegt der Fehler bei 7,5 mg As noch innerhalb der bisher 
offiziell zugelassenen Fehlergrenze. Es ergibt sich daher, daB die Methode 
fiir gréBere Werte als etwa 5mg nicht als vollkommen exakt betrachtet 
werden kann. Ihr Gebiet liegt daher zwischen etwa 0,02 mg (s. Tabelle III) 
und 5 mg oder mit anderen Worten, sie umfaBt die Werte, die bei Unter- 
suchung von Harn, Organen und den meisten Hausgeriiten und gewéhnlichen 
Gegenstanden praktisch in Frage kommen. Nur sehr selten diirften gréBere 
Werte als etwa 5mg in den zur Untersuchung bestimmten Proben vor- 
kommen. Sollte dieser Fall doch einmal eintreten, so hat man ja immer 
den Ausweg, eine kleinere Quantitiéit zu bearbeiten, was jedoch gewisse 
Ubelstande mit sich bringt. 


8. Titrierung. 

Nach beendeter Destillation wird die Vorlage vom Destillationsrohr 
entfernt. Der Inhalt, der sauer reagiert, mu8 vor dem Titrieren neutralisiert 
werden, was dadurch geschieht, daB man einen Teeléffel reinen Natrium- 
bicarbonats in Substanz zusetzt und umschiittelt. Man beobachtet dabei 
ein Aufbrausen von Kohlensiure, das jedoch bald aufhért. Wenn die Kohlen- 
siureentwicklung aufgehért hat, so]] noch etwas Salz ungelést iibrig sein. 
Die Fliissigkeit mu8B nimlich beim Titrieren einen Uberschu8 davon ent- 
halten. Um den Inhalt im Seitenrohr zu neutralisieren, neigt man den 
Kolben abwechselnd vor- und riickwiarts. Die Fliissigkeitsmenge, die sich 
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mdglicherwelse in der obersten Kugel des Seitenrohres abgesetzt hat, wird 
mit der Spritzflasche herabgespiilt. Der Kolben wird nun unter der Wasser- 
leitung auf Zimmertemperatur abgekiihlt und darauf so viel Wasser zu- 
gesetzt, daB der Inhalt ungefahr 150 cem betriagt. Nach Zusatz von einem 
Jodkaliumkristali und etwa 10 bis 15 Tropfen einer I proz. Stirkelésung 
titriert man mit n/200 Jodlésung bis zur schwachen, aber deutlichen und 
bleibenden Blaufarbung'). Der Umschlag erfolgt bei einem Tropfen. Gegen 
Schlu8 der Titrierung mu8 der Kolben nach jedem zugesetzten Tropfen 
hin und her bewegt werden, damit der Inhalt des Seitenrohres mit erfaBt 
wird. Wiahrend des Titrierens steht der Freseniuskolben auf einer weiBen 
Unterlage, damit man die Farbe besser beobachten kann. 

Bei Berechnung der Analyse geht man von dem Verhaltnis: 1 cem 
Jodlésung = 0,1875 mg As aus. 


4. Reagenzien und Titrierfliissigkeiten. 


Zur Bestimmung von Arsen nach der oben geschilderten Methode 
gehéren Reagenzien, die soweit wie méglich arsenfrei sind. Da absolut 
arsenfreie Reagenzien kaum zu beschaffen sind, mu8 man immer zuniichst 
durch Blindanalysen sich davon tiberzeugen, ob diese arsenfrei sind, oder 
die Arsenmenge bestimmen, die bei jeder Analyse als Verunreinigung 
eingeht, und diesen Wert als Korrektion einfiihren®), Ich habe bei meinen 
Blindanalysen immer einen Jodverbrauch von 0,10 bis 0,20 cem Jodlisung 
gefunden. Man soll sich, wenn es sich um die Ausfiihrung mehrerer Arsen- 
bestimmungen handelt, einen gréBeren Vorrat der verschiedenen Reagenzien 
anschaffen und ein fiir allemal die gesamte Arsenmenge fiir alle Reagenzien 
durch eine Analyse bestimmen. Die Reagenzien sind folgende: 

1. Konzentrierte Schwejfelsdure. Mercks reine Siiure erhilt man arsenfrei. 

2. Reine konzentrierte rauchende Salpetersdure, die wohl immer Spuren 
von Arsen enthalt. Man mu8 daher ein etwas griéBeres Quantum (300 bis 
500 cem) eindampfen und eine Arsenbestimmung des Riickstandes ausfiihren, 
Findet sich Arsen, so hat man immer die zur Verbrennung gebrauchte 
Salpetersiituremenge zu notieren und das darin enthaltene Arsenquantum 
zu berechnen. 

(3. Chemisch reines Kaliumpermanganat: Der Verbrauch ist héchst 
unbedeutend. ) 

4. Mohrs Salz oder Ferrosuljfat in Substanz. Die Handelsware ist 
im allgemeinen arsenfrei. Im entgegengesetzten Falle wird das Priiparat 
durch Umbkristallisieren gereinigt. 

5. Kaliumchlorid. Kahlbaums Priiparat pro analysi ist arsenfrei. 
Die gewéhnliche Handelsware und die Priparate der Apotheker ergeben 
einen betriichtlichen Jodverbrauch, ein Fehler, der durch Umkristallisieren 
leicht auszuschalten ist. Ist die Verunreinigung unbedeutend, so geniigt 
ein einmaliges Umkristallisieren, andernfalls mu das Priaparat zweimal 
umkristallisiert werden. Um das Salz zu reinigen, kann man das destillierte 
Wasser, das zur Umbkristallisierung verwendet wird, mit etwas Salzsiiure 
versetzen. Wenn das Wasser — etwa 3 bis 4 Liter — bis zum Kochen er- 
wiirmt ist, setzt man das Salz portionsweise zu, solange sich etwas list, 


1) Dabei ist die Anwendung einer Mikrobiirette zu empfehlen. 

2) Da nur wenig Jodlésung beim Titrieren gebraucht wird, ist eine 
gréBere Korrektion als 0,5 bis 1 cem nicht zweckmaBig. Man besorgt sich 
dann besser reinere Reagenzien. 
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worauf man nach Umriihren und kurzem Aufkochen die Fliissigkeit durch 
ein Saugfilter filtriert. Nach der Auskristallisierung wird die Mutterlauge 
durch ein Saugfilter abfiltriert, und die Salzmasse wird hier méglichst 
trocken gesaugt, dann bringt man sie in eine gréBere Schale, schiitzt sie 
vor Staub und JéBt das Salz lufttrocken werden. Die Mutterlauge wird 
weggeschiittet. 

6. Bromkalium. Da nur geringe Mengen gebraucht werden, nimmt 
man am vorteilhaftesten ein chemisch reines Praparat. Sonst mu8 man das 
Salz umkristallisieren. 

7. Natronlauge, 20proz. Die Natronlauge darf nach Neutralisation 
selber kein Jod verbrauchen. Leider sind viele Natronsorten mit Salpeter 
entfirbt und enthalten dann Nitrit, das Jod verbraucht. Ein aus Natrium- 
metal] hergestelltes Praparat ist das beste, aber ziemlich teuer. Kah] baums 
Priparat ist ebenfalls nitritfrei. Desgleichen im allgemeinen die aus 
Ammoniaksoda hergestellten Priparate. 

8. Natrium- oder Kaliumbicarbonat, frei von Arsen. Man benutzt die 
chemisch reinen Praparate pro analysi. 

9, Jodkalium in Substanz. Gewéhnliche Handelsware. 

10. Eine Il proz. Stirkelésung, die man darstellt, indem man 1 g lisliche 
Stirke in etwa 5ccm Wasser aufschlimmt und die Mischung in kochende 
gesittigte KCl-Lésung gieBt, wobei die Starke sich sofort lést und sich 
steril halt. Die Starkelisung darf nicht zu alt werden, da eine alte Lésung 
einen schlechten Umschlag gibt. 

11. n/200 Jodlésung, die man herstellt, indem man 5cem n/10 Jod 
lésung mit Wasser auf 100 cem verdiinnt. Man kann sie auch herstellen, 
indem man 5cem n/10 HC] mit leem 2proz. Kaliumjodatlésung und 
lg JK mischt und mit abgekochtem, destilliertem Wasser auf 100 ccm 
auffiillt. 


Zusammenfassung. 

Zur bequemeren Anleitung fiir die praktische Ausfiihrung meiner 
Methode fasse ich das ganze Verfahren noch einmal zusammen. 

Die Probe wird am besten in fein verteiltem Zustande in einen 
300-cem-Kjeldahlkolben gebracht und mit 20 bis 22 cem konzen- 
trierter Schwefelsiure iibergossen. (Was Harn und Nahrungsmittel 
betrifft, so wird auf die vorangehende Darstellung verwiesen.) Das 
Gemisch wird vorsichtig iiber einem Mikrobrenner bis zur beginnenden 
schwachen Verkohlung erwirmt, worauf man anfingt, tropfenweise 
Salpetersiiure aus einem geeigneten Behilter (s. Abb. 1) zuzufiigen. 
Wenn alles gelést ist und die Fliissigkeit sich geklart und gelb gefarbt 
hat, hért die Salpetersiiurezufuhr auf und der Kolben wird stiarker 
erwirmt. Nimmt die Fliissigkeit jetzt eine dunklere Farbung an, 
fihrt man mit dem Salpetersiurezusatz fort, nachdem man den Brenner 
niedergeschraubt hat. Fast immer entfarbt sich der Inhalt nach einigen 
Tropfen Salpetersiure, worauf man den Kolben wieder erhitzt, bis 
weibe Schwefelsiuredimpfe zu entweichen anfangen. Eventuell muB8 
der Salpetersiurezusatz mehrmals wiederholt werden. Fiir Tapeten 
braucht man im allgemeinen nur ein paar Kubikzentimeter Salpeter- 
siure zur vollstindigen Verbrennung. Teppiche erfordern oft 50 bis 
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100 ccm. Das verbrauchte Volumen Salpetersiiure wird notiert. Nun 
wird der Brenner entfernt und man 1aéBt den Kolben sich abkihlen. 
50 cem destilliertes Wassers werden zugesetzt, was im allgemeinen 
eine Entwicklung von braunen nitrosen Gasen zur Folge hat (entgegen- 
gesetztenfalls muB man argwéhnen, daB die Verbrennung unvoll- 
stindig gewesen ist). Der Kolben wird von neuem erwirmt, bis das 
Wasser verdampft ist. Da haufig dabei ein StoBen auftritt, soll man 
ein paar Kochsteine zusetzen. Wenn weiber Schwefelsiuredampf 
auftritt, notiert man die Zeit, und die Erwarmung wird noch 15 Minuten 
fortgesetzt, um die letzten Spuren eventuell vorhandener Salpeter- 
siure zu vertreiben. (Ist die Verbrennung unvollstindig gewesen, so 
bekommt der Inhalt des Kolbens hierbei eine dunklere Farbe, und 
die Prozedur des Salpetersiurezusatzes usw. mu dann wiederholt 
werden.) Die Verbrennung ist jetzt fertig. Der Inhalt des Kolbens 
ist dann entweder farblos (oder in der Wirme schwach gelb gefirbt). 
Sind anorganische Farbstoffe vorhanden, kann der Inhalt auch starker 
gefarbt sein. In der Regel tritt keine Fallung ein; sie kann aber vor- 
kommen, wenn anorganische Basen zugegen sind. Harn gibt in der 
Regel keine Fallung. 

Wenn der Kolben abgekihlt ist, werden 30ccm _ destilliertes 
Wassers!) zugesetzt. Unterdessen hat man 20g KCl abgewogen und 
die Vorlage in Ordnung gebracht. In den Freseniuskolben fiillt 
man 30ccm 20proz. Natronlauge, 100cem Wasser und 2 Tropfen 
Phenolphthaleinlésung. Der Freseniuskolben wird mit dem Destil- 
lationsapparat verbunden und in eine Schale mit kaltem Wasser gesetzt. 
In den Kjeldahlkolben wird nun ein weithalsiger Trichter gesetzt 
und dadurch ein Teeléffel Mohrs Salz in den Kolben eingefiihrt, der 
darauf unter der Wasserleitung abgekiihlt wird. Nach weiterem Zusatz 
eines Teeléffels K Br zu der vollstandig abgekiihlten Fliissigkeit wird 
das Kaliumchlorid in den Kolben geschiittet, der dann ohne Um- 
schiitteln mit dem Destillationsapparat verbunden wird. Ein kraftiger 
Bunsenbrenner wird unter den Kolben gestellt und die Destillation 
beginnt unter starker Gasentwicklung. Im allgemeinen entweicht 
anfangs ein Teil Salzsiuregas durch das Seitenrohr des Fresenius- 
kolbens, ohne von der Lauge absorbiert zu werden. Dies bedeutet 
jedoch nichts, da alles Arsen in der Vorlage zuriickbleibt. Nach Verlauf 
einiger Minuten geht die Destillation in ruhigem Tempo vor sich, 
und gleichzeitig geht die Salzsiure in Wasserlésung tiber. Der Inhalt 
des Freseniuskolbens nimmt nun eine schwach rote Farbe an, die 








1) Um sich zu vergewissern, daB die Verbrennung vollstindig ist, 
kann man jetzt einen kleinen Permanganatkristall in die Fliissigkeit werfen, 
die dabei eine violette Farbe annimmt. Im allgemeinen ist diese Vorsichts- 
maBregel indessen iiberfliissig. 
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roter und réter wird. SchlieBlich tritt plétzliche Entfarbung ein. Damit 
ist die Destillation beendet. Der Freseniuskolben wird entfernt. 
Ein Teeléffel Natriumbicarbonat wird zugesetzt. Da der Kolben von 
der Destillation etwas erwirmt ist, muB er vor der Titrierung auf 
Zimmertemperatur abgekiihlt werden. Dann werden etwa 50 ccm 
Wasser zugesetzt. Mit der Spritzflasche wird der eventuelle Inhalt 
des Seitenrohres hinabgespiilt. 10 Tropfen Stirkelésung und ein Jod- 
kaliumkristall werden zugesetzt, worauf man mit n/200 Jodlésung 
titriert, bis Blaufarbung eintritt. 


Die praktische Verwendung der Methode. 


1. Bestimmung von reinen Arseniklésungen. 

Bekannte Mengen Arseniklésung wurden in den Kjeldahlkolben 
abpipettiert und hiernach Schwefeisiurezusatz mit Permanganat oxydiert, 
worauf das Arsen mit Mohrs Salz reduziert wurde. Nach der Destillation 
wurde das Arsen in der Vorlage durch Titrieren bestimmt. 


Tabelle ITI. 





Zugesetzt Arsen in mg 0,02 0,02 0,04 0,04 0,075.0,075 0,110 0,110 0,190 
Gefunden ss . Ve 0,02 0,02 0,04 0,04 0,070 0,080 0,110 0,110 0,180 





Zugesetzt Arsen in mg  0,1900,3750375 1,130 1,130 1,880 1.880375 3,75 


Gefunden » ahd ee 0,180 0,370 0,370 1,110 1.120188 1,88 3,74 3,74 


Wie man sieht, ist die Ubereinstimmung iiberall zufriedenstellend, 
indem die Fehlergrenze weit innerhalb der offiziell zugelassenen (0,05 mg) 
liegt. Alle diese Analysen wurden mit Chlorkaliumpraparaten ausgefiihrt, 
die geniigend Bromkalium enthielten (Kahlbaums Praparat). 


Gegenstdnde, mit Arsenlésung 


in bekannter Menge und Konzentration imprdgniert. 

Die Arsenik]ésung war bis zu 10 Proz. mit Gummi versetzt. Nachdem 
das Filtrierpapier usw. mit der Arsenlésung getrankt war, was direkt aus 
einer Biirette geschah, wurde es zuniichst zum Trocknen aufgehiangt. 
Wenn alles Wasser verdunstet war, wurde die Probe in kleine Stiicke zer- 
schnitten und in den Kjeldahlkolben gebracht. 

Wie man sieht, ist auch hier die Ubereinstimmung gut. Die Verbrennung 
des Filtrierpapiers ging bei Anwendung von Schwefelsiure allein etwas 
langsam vor sich. Obwohl im Anfang starke Verkohlung eintrat, veranlaBte 
dieser Umstand keinen Verlust an Arsen. Wurde Salpetersiiure zugesetzt 
(5 bis 10 Tropfen) so erfolgte die Verbrennung weit schneller und war im 
Laufe von wenigen Minuten beendet. Dasselbe war der Fall bei der Ver- 


brennung von gewéhnlichen Tapeten. Dicke Teppiche erforderten dagegen 
sehr viel lingere Zeit. 
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Tabelle IVa. 


Filtrierpapier, mit 10 Proz. Gummi enthaltender Arseniklésung getrankt. 





Gewicht Arsengehalt Gewicht Arsengehalt 
des Papiers zugesetzt gefunden des Papiers zugesetzt gefunden 
g mg mg 2g mg mg 
0,77* 0,11 O11 2 x 0,77 0.375 0.38 
0,77* 0,19 0.19 2 x 0.77 0.375 0.375 
0,77* 0,20 0,19 2 x 0,77 0.375 0,36 
0,77* 0.375 0,36 2 0,77 0,375 0,38 
0,77* 0,375 0.375 2 x 0.77 0.375 0,38 
2,55* 0,375 0,36 3 x 0,77 0,375 0.375 
2,55* 0.375 O.375 3 x 0,77 0.375 0,38 
0.77* 0.75 0,72 3 x 0.77 0,375 038 
2,55* 0.75 O71 3 x 0,77 0,375 0.37 
2,55 0.76 0,72 4x 0.77 0,375 0,37 
2,55 1,13 1,11 4x 0,77 0,375 0,36 
0,77* 1,50 1,48 4» 0.77 0.375 0,37 
2.55* 1,50 1,48 4 x 0,77 0.375 0,375 
0,77 0.375 O37 4x 0.77 0.375 0.37 
0.77 0.375 O37 4 «0.77 0375 0.38 
0.77 0,375 0.37 
0.77 0,375 0,37 





Die mit * bezeichneten Preben sind nur mit konzentrierter Schwefelsiure verbrannt, die 
librigen mit konzentrierter Schwefelsaure und konzentrierter Salpetersaure. 


Tabelle IV b. 


Verschiedene mit Arseniklésung getrankte Proben. 





Arsengcehalt 
: Gewicht ae . 
Probe zugesetzt gefunden 
ms 2.35 — 04 3 
I apete 2.35 — 0.04 
(200 gem) | 235 0.375 0,39 
2.35 _ 0,02 
Tapete | 2.35 _- 0,02 
(200 qem) 2.35 0.375 0,38 
9 one | 
Wollfilz | 35 on 003 
(50 qem) | 25 0,375 0.40 


Was die Analysen von Arsen in Harn, Vegetabilien und animalischen 
Nahrungsstoffen betrifft, sei auf eine Abhandlung, die spater in dieser 
Zeitschrift publiziert werden wird, verwiesen. 
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Uber das Reduktions- und Jodbindungsvermégen des Harns. 


I. Mitteilung: 
Untersuchungen am Normalen. 


Von 
H. K. Barrenscheen und L. Popper. 


(Aus dem Institut fiir medizinische Chemie der Universitat Wien.) 
(Eingegangen am 16. Juni 1925.) 


Mit 3 Abbildungen im Text. 


In einer Reihe von Mitteilungen hat Wm.0O. Moor') die Existenz 
eines neben dem Harnstoff normalerweise vorkommenden, von ihm 
U-Stoff bezeichneten Kérpers behauptet, der, bei gleicher elementarer 
Zusammensetzung vom Harnstoff durch Kristallisation, Reaktion usw. 
grundverschieden sein sollte. 

Zur Darstellung dieses U-Stoffes dampft Moor den Harn zuniichst 
im Vakuum bei 50° ein, extrahiert mit absolutem Alkohol, verjagt den 
Alkohol im Vakuum bei 40 bis 42°, trocknet, nimmt wiederholt mit Alkohol- 
aither auf und fallt schlieBlich den U-Stoff aus alkoholischer Lésung mit 
Ather im Uberschu8. Der Grund, warum dieser in normalen Harnen den 
Harnstoff angeblich an Menge iibertreffende Kérper bisher nicht auf- 
gefunden wurde, sollte in der Labilitaét dieses Stoffes gelegen sein, der sich 
mit gréBter Leichtigkeit in Harnstoff umlagert. Dieser U-Stoff sollte auch 
der Triiger des Reduktionsvermégens (R. V.) des Harns gegen eine Lésung 
von Ferriferricyankalium sowie gegen Phosphorwolframsiaure bei ammonia- 
kalischer Reaktion sein. Auch die Desoxydationskraft des Harns, d. h. die 
Fahigkeit, groBe Mengen von Permanganatlésung zu reduzieren, sollte 
an diesen U-Stoff gebunden sein, der sich in eine saure und _basische 
Fraktion zerlegen lieB und der Trager der normalen Harnaciditaét sein soll, 


Wenn auch dieser U-Stoff vielfach weitgehende Ahnlichkeiten 
mit dem von Moor vor rund 20 Jahren?) beschriebenen Urein aufwies, 
das durch die einwandfreien Untersuchungen von F. Lippich*) end- 
giiltig erledigt schien, haben wir trotzdem eine Nachpriifung der Moor- 
schen Angaben unternommen. Schien ja durch die Untersuchungen 


1) Diese Zeitschr. 143, 423, 1923; 149, 573, 1924; 158, 19, 1924; 154, 


486, 1925. 
2) Zeitschr. f. Biol]. 44, 121, 1904; 45, 420, 1904. 
8) H.-S. 48, 160, 1906; 52, 219, 1907. 
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Edibachers') das Vorkommen von Harnstoff in irgend einer nicht 
naher zu definierenden Bindung nicht ausgeschlossen zu sein. Wir 
haben uns bei unseren Nachpriifungen, die wir mit Harnen normaler 
kraftiger junger Leute durchgefiihrt haben, im wesentlichen an die 
Moorschen Vorschriften gehalten mit einem Unterschied, daB die 
letzte Alkohol-Atherextraktion nicht im Kolben bei 30° abdestilliert, 
sondern in flachen Glasschalen im Vakuumexsikkator bei Zimmer- 
temperatur zur Trockne gebracht wurde. 

In allen untersuchten Fallen konnten wir nur _ kristallisierten 
Harnstoff neben amorphem Farbstoff erhalten. Dieser Farbstoff, 
dessen Menge von der Firbung des Ausgangsharnes abhing, bedingt die 
Hygroskopizitat des Abdampfriickstandes und ist, entgegen den Moor- 
schen Behauptungen, auch Trager des Reduktionsvermégens und der 
sauren Reaktion dieser Extrakte. Von der Existenz eines U-Stoffes, der 
sich in kristallisierten Harnstoff umlagern soll, kann nach unseren 
Untersuchungen keine Rede sein. Merkwiirdigerweise ‘unterscheidet 
sich die Darstellung des Urochroms nach Moor in keiner Weise von der 
Darstellung des U-Stoffes, auBer man wiirde in der Anwendung von 
Methyl- statt Athylalkohol einen fundamentalen Unterschied suchen. 
Wir verzichten aus Griinden der Raumersparnis auf eine nihere Wieder- 
gabe unserer diesbeziiglichen Protokolle und méchten uns eingehender 
nur mit dem Reduktionsvermégen des normalen Harns beschaftigen. 


I. 

Auf die Desoxydationskraft des Harns, d. h. auf die Zerstérung 
von Permanganat bei der normalen Reaktion des Harns, wollen wir hier 
nicht naher eingehen. Bei einem so zusammengesetzten Milieu, wie es der 
Harn vorstellt, liegen die Verhaltnisse viel zu kompliziert, als daB itiber 
die dabei sich abspielenden Vorgange eine einwandfreie Aussage méglich 
wire. Gegeniiber Moor stellen wir nur fest, daB, bei Priifung der Des- 
oxydationskraft des alkoholischen Extraktes und des Riicketandes, im 
Extrakt nur ein Drittel der urspriinglich vorhandenen nachweisbar 
ist, wahrend der Rest sich im Riickstand vorfindet. 

Was die Reduktion von Phosphorwolframsiure bei ammoniakali- 
scher Reaktion anlangt, so miissen wir den Angaben Moors auch in 
ihrer letzten Fassung*) auf das entschiedenste widersprechen. Faillt 
man aus einem Harn bei salzsaurer Reaktion durch Phosphorwolfram- 
siure die Harnsiure und mit ihr die tiberwiegende Menge der Farb- 
stoffe aus, so erhailt man in dem Filtrat bei nachtriglichem Versetzen 
mit Ammoniak nur eine minimale, durch Reduktion der Wolframsaure 
hervorgerufene Blaufarbung. 


1) H.-S. 120, 71, 1922. 
2) Diese Zeitschr. 154, 486, 1925. 
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Anders verhalt es sich mit der Reduktion einer Lésung von Ferri- 
eyankalium-Ferrichlorid durch den normalen Harn. Hier kénnen wir 
die tatsichlichen Angaben von Moor teilweise bestitigen, sind jedoch, 
was deren Deutung anlangt, auf Grund unserer Befunde zur entgegen- 
gesetzten Ansicht gekommen. 

Versetzt man normalen Harn mit dem doppelten Volumen einer 
frisch bereiteten Lésung aus gleichen Teilen m/10 FeCl, und K, Fe (CN)g, 
so tritt augenblicklich Blaugriinfarbung auf, die von einer anfangs 
fein-, in wenigen Minuten grobflockigen Fallung von Berlinerblau 
gefolgt wird. Diese Fillung ist so massig, dal wir die Héhe des Nieder- 
schJags anfinglich zur Messung der Reduktionskraft des normalen 
Harns benutzten. Das R.V. wird weder durch Kochen noch durch 
Zusatz von konzentrierter Salzsiure geindert. Bei den zahlreichen 
Untersuchungen dariiber war uns ein unverkennbares Parallelgehen 
der Starke der Reaktion mit der Harnfarbe aufgefallen'). Es war 
naheliegend, das R. V. entgegen Moor mit der Ausscheidung der normalen 
Harnfarbstoffe in Verbindung zu bringen, und wir suchten zuniachst 
durch eine quantitative Bestimmung der Harnfarbe und des R. V. 
uns dariiber Klarheit zu verschaffen. 

Zum Vergleich der Harnfarbe verwendeten wir eine 0,01 proz. 
Lésung von Bismarckbraun, der auf je 100 ccm 0,1 ccm einer gesattigten 
wasserigen Pikrinsiurelésung zugesetzt wurde. Eine so hergestellte 
Lésung erlaubt im Autenriethschen Kolorimeter eine befriedigende 
Vergleichung normaler Harne, die je nach der Intensitat der Farbung 
auf das Doppelte bis Dreifache verdiinnt werden miissen. Die Angaben 
Roessinghs*), der zur kolorimetrischen Vergleichung der Harnfarbe 
eine 0,1- bis 0,2proz. Bismarckbraunlésung verwendet haben will, 
diirften auf einem Druckfehler beruhen. Das uns zur Verfiigung stehende 
reine Bismarckbraun erwies sich in diesen Konzentrationen als fast 
zehnfach zu stark gefirbt. Der Zusatz der Pikrinséure gestattet, die 
Kolorimetrie viel exakter durchzufiihren, weil durch sie die mehr ins 
Rotbraun gehende Farbung des Bismarckbrauns kompensiert wird. 

Zum Vergleich der Reduktionskraft verwendeten wir anfangs die 
Héhe des Niederschlages, der nach einstiindigem Stehen bei Luft- 
abschluB 5 Minuten lang in himatokritahnlichen Réhrchen zentrifugiert 
wurde. Die Methode erwies sich als zu grob und von physikalischen 
Bedingungen zu sehr abhangig. Auch der Versuch einer kolorimetrischen 
Bestimmung fiihrte wegen der rasch einsetzenden Flockung zu keinem 
verwertbaren Ergebnis. SchlieBlich fanden wir einen brauchbaren Weg 


1) Moor verlangt fiir die Darsteliung des U-Stoffs nur krdftig gefirbte 


Harne! 
*) Zeitschr. f. d. ges. exper. Med. 42, 1924. 








Reduktions- und Jodbindungsvermégen des Harns. I. 213 


in einer Verdiinnungsmethode, be’ welcher zu absteigenden Verdiinnungen 
des Harns — wir verwendeten je 5cem — 1 cem einer frisch bereiteten 
m/250 Lésung von FeFe(CN), zugesetzt und die Grenze der Blau- 
farbung bestimmt wurde. Die Bestimmungen wurden durchweg im 
Dunkelzimmer bei kiinstlichem Licht ausgefiihrt und durch rasches 
Verkorken der Reagenzréhrchen der Luftzutritt tunlichst vermieden. 
Als Reduktionswert bezeichnen wir diejenige Verdiinnung des Harns, 
bei welcher Blaufarbung noch nachweisbar ist. Beim Normalen liegen 
diese Werte innerhalb weiter Grenzen, zwischen 600 und 24000, je nach 
Konzentration und Fiarbung des Harns, ohne jedoch eine strenge Ge- 
bundenheit mit dem spezifischen Gewicht zu zeigen. Wieweit Reduk- 
tionsvermégen und Farbung miteinander parallel gehen, ist aus folgender 





~ ~ Zusammenstellung eines Bruchteiles 
unseres Materials sowie aus den 
Tageskurven (s. Kurve 1 und 2) zu 
ersehen. 









































l L 
an mn en 5s" gr 77” zk gh an 
Abb. 1. Abb. 2 
Reduziertes Jodbindungsvermégen, Reduziertes Jodbindungsvermégen, 
o—o — Jodzahl, © © Jodzabl, 
a Urobilinogen, ~---- Urobilinogen, 
~ — — Reduktionswert, - — Reduktionswert, 
-~--*- Farbwert 0000 mt mem Farbwert. 
Tabelle 1. 

Name Spez.Gew. Farbe *) ——— Name Spez. Gew. Farbe —— 
His. .. 1032 2 12000 + | Po. . . 1025 94 800 
i. = 1030 5 12000 + | Pop. . 1025 100 800 
. are 1030 26 6000 Deutsch. 1024 65 3200 
a. + 5 1030 35 6000 as 1023 75 3200 - 
1030 78 1600 a. % 1017 7 3200 + 
Stras. , 1028 55 24000 Mo... 1013 100 800 + 

(3fach verd.) 
. ae 1028 45 6000 Buch. . 1010 80 1600 





*) Farbe ausgedriickt in Skalenteilen des grofen Autenriethschen Kolorimeters. Wo nicht 
ausdriicklich vermerkt, ist die Farbe auf den doppelt verdiinnten Harn bezogen. Die Werte sind 
nach absteigendem spezifischen Gewicht geordnet. 
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War der Zusammenhang des Reduktionswertes mit der Harnfarbe 
schon durch die quantitative Schatzung beider gegeben, so kénnen 
wir fiir unsere Auffassung noch weitere Griinde anfiihren. Bei der 
Extraktion des Harnstoffs nach Moor geht ebenso wie bei seiner Dar- 
stellung des Urochroms, die nur durch die Verwendung von Methy]l- 
alkohol an Stelle von Athylalkohol unterschieden ist, durchaus nicht 
aller Farbstoff in den Extrakt. Lést man den alkoholunléshchen Riick- 
stand wieder in Wasser, so zeigt er ebenso wie der alkoholische Auszug 
ein seiner Farbung entsprechendes Reduktionsvermégen, das etwa ein 
Viertel des urspriinglichen betragt. Das Urochrom Moors, das keineswegs 
nur die Farbstoffe enthalt, zeigt ebenso wie das nach Garrod dargestellte 
Urochrom intensivstes R.V. Das gleiche Verhalten bietet der nach 
Hans Fischer und Zerweck*) durch Dialyse des im Vakuum eingeengten 
Harns gewonnenen Farbstoff. 

Qualitativ enthalt das Moorsche Urochrom analog dem Urochrom 
von Garrod und Dombrowski und dem Fischerschen Farbstoff neben 
N auch 8. AuBer FeFe(CN),, das auch Dombrowskis Urochrom zu 
Berlinerblau reduziert?), wird auch ammoniakalische Silberlésung 
reduziert. Der bei der Isolierung des Harnstoffs mitgefallte Farbstoff, 
den wir als den Trager des R. V. ansehen miissen, zeigt die von Moor 
dem U-Stoff zugeschriebene saure Reaktion. Die saure Natur kommt 
iibrigens auch dem Garrodschen und Dombrowskischen Urochrom zu. 
Bestimmt man in dem alkoholunléslichen Riickstand und im Alkohol- 
extrakt die Titrationsaciditat, so zeigt sich, daB nur 40 bis 50 Proz. 
der Totalaciditét im alkoholischen Extrakt zu finden sind. 

Fiir die Rolle des Farbstoffs beim Zustandekommen der Reduktion 
spricht auch das vollkommene Verschwinden des R. V., wenn man die 
Harnfarbstoffe mit neutralem und basischem Bleiacetat niederschlagt. 
Zerlegt man den Niederschlag mit verdiinnter Schwefelsaure, so zeigt 
sich in der schwefelsauren Lésung der Farbstoffe neuerlich das R. V. 
Gleiches gilt fiir den Phosphorwolframsaureniederschlag. Auch durch 
Tierkohle entfarbter Harn la8t jedes R.V. vermissen. Ob der Reduktions- 
wert entsprechend den Anschauungen Dombrowskis und Fischers iiber 
die Natur des Harnfarbstoffes uns einen Ausdruck fiir den Ablauf des 
EiweiBstoffwechsels abgeben kann, miissen Untersuchungen an 
pathologischem Material zeigen. 

Il. 

Das Verhalten des R.V. und seine Abhangigkeit von der Farbstoff- 
konzentration legte es nahe, an einen Zusammenhang zwischen ihm und 
dem zuletzt von Weltmann®) naher untersuchten Jodbindungsvermégen 


1) H.-S. 187, 176, 1924. 
2) H.-S. 46, 83, 1905. 
8) Wien. Arch. f. inn. Med. 2, 107, 1920. 
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zu denken. Soll doch nach Weltmann das Jodbindungsvermégen in 
Beziehung zu den Farbstoffen und Chromogenen stehen. Vergleichende 
Bestimmungen des Jodbindungs- und Reduktionsvermégens an zahl- 
reichen normalen Harnen zeigten uns jedoch, dab der erwartete 
Parallelismus durchaus nicht in allen Fallen eintraf. Im groBen und 
ganzen kénnen wir die Angaben Weltmanns tiber das Parallelgehen 
des Jodbindungsvermégens mit dem spezifischen Gewicht der Harne 
bestatigen. Die Reduktionswerte gehen jedoch diesen beiden GréBen 
durchaus nicht immer parallel, vielmehr erhielten wir oft derartige 
Divergenzen, daB die in einzelnen Fallen beobachtete Ubereinstimmung 
zwischen R.V. und Jodwert eine zufillig bedingte sein muBte. Das 
Auseinandergehen der beiden Werte zeigt sich besonders deutlich bei 
Anlegung einer Tageskurve, wie wir sie im nachstehenden bringen. 
DaB tatsichlich R.V. und Jodbildung im Harn miteinander nichts 
zu tun haben, konnten wir auf anderem Wege erweisen. Bestimmt 
man in einem Harn das Jodbindungsvermégen und macht man nun 
mit diesem mit Jod gleichsam gesattigten Harn und mit dem urspriing- 
lichen Harn eine Bestimmung des Reduktionsvermégens, so zeigt sich, 
daB dieses in beiden Fallen das gleiche ist. Die Absattigung der jod- 
bindenden Substanz hat also auf den Ausfall des R.V. nicht den ge- 
ringsten EinfluB. Einen weiteren Beweis fiir die Verschiedenheit der 
beiden Reaktionen gab uns die Verfolgung einer miindlich mitgeteilten 
Beobachtung Weltmanns, daB ein Teil des Jodbindungsvermégens nach 
Zusatz des halben Volumens Eisessig zum Harn verloren geht. Diese 
Beobachtung kénnen wir bestiatigen und dahin erweitern, dab auBer 
Eisessig auch Weinsaure in entsprechender Konzentration die gleichen 
Ergebnisse zeitigt. Durch sie konnten wir auf anderem Wege den Beweis 
erbringen, daB wir es beim Jodbindungsvermégen und beim R.V. 
des Harns mit zwei scharf zu trennenden Reaktionen zu tun haben, 
deren Substrat ein durchaus verschiedenes sein muB. Wahrend Eis- 
essigzusatz das Jodbindungsvermégen nach unseren Untersuchungen 
auf 9 bis 29 Proz. des Ausgangswertes herabdriickt, wird das R.V. 
durch den Saurezusatz in keiner Weise beeinflubt. Diese Beobachtung 
zeigt aber auch, daB das Jodbindungsvermégen in seinem tiberwiegenden 
Anteil mit den Farbstoffen des Harns nichts zu tun hat, vielmehr 
diirfte es sich dabei um eine physikalisch-chemische Adsorption des 
Jods an die normalen Harnkolloide handeln. Der Siurezusatz wiirde 
nach unserer Auffassung das kolloide Milieu so weit andern, daB nun 
eine Adsorption unméglich wird und nur das Jod aufgenommen wird, 
das in wahrer chemischer Bindung in Reaktion tritt. 


III. 
Wenn wir von der Auffassung ausgehen, daB das Jodbindungs- 
vermégen in seinem wesentlichen Teil einen physikalisch-chemischen 
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Vorgang darstellt, so mufbten wir uns die Frage vorlegen, wodurch 
das nach Eisessigzusatz bestehen bleibende Jodbindungsvermégen 
bedingt sei. Wir wollen diesen Teil des Jodbindungsvermégens kurz als 
reduziertes Jodbindungsvermégen (r.J.b.V.) bezeichnen und dafiir 
dieselbe Berechnung zugrunde legen, wie sie Weltmann fiir seine Jodzahl 
angibt. Wir bezeichnen als r.J.b. V. die Anzahl Kubikzentimeter 
einer n/20 Jodlésung, welche von 100 ccm Harn nach Versetzen mit 
50 cem Eisessig gebunden werden. Da bei den geringen Werten des 
r. J. b. V. sich bei Verwendung der n 20 Jodlésung leicht groBe Fehler 
ergeben kénnen, haben wir die Bestimmung mit einer n/50 Jod- bzw. 
Thiosulfatlésung ausgefiihrt, die frisch aus einer genau gestellten 
n/10 Lésung hergestellt wurden. Titriert wurde mit einer Preglschen 
Mikrobiirette. Der Jodzusatz betrug 5 ccm n/50 Jodlésung auf 10 cem 
mit dem halben Volumen Eisessig versetzten Harn. Die Riicktitration 
wurde unmittelbar nach dem Zusatz vorgenommen, die Werte auf 
n 20 Lésung und 100 ccm Harn umgerechnet. Wir haben uns zu dieser 
Umrechnung entschlossen, um einen Ver- 
gleich mit den Weltmannschen Jodzahlen 
zu haben. Zunachst konnten wir fest- 
stellen, daB die Héhe des r. J. b. V. durch- 
aus nicht mit der Jodzahl parallel geht. 
Hohe Jodzahlen zeigen oft ein niedriges 
r.J.b. V., und umgekehrt finden wir 
relativ hohes r. J. b. V. bei niedriger Jod- 
zahl. Die Unabhangigkeit des r. J. b. V. 
von der Jodzahl zeigt sich am schénsten 
bei Beobachtung einer Tageskurve, wie 
sie in Kurve | wiedergegeben ist. 

Die Verfolgung der Tagesschwan- 
kungen zeigt aber auch einen ganz 
eigentiimlichen Verlauf der Kurve fiir das 




















em, Boe : r. J. b. V. Wir finden ihren tiefsten Punkt 
OK x sk Zr am Vormittag, ihre héchste trhebung 
nachmittags, wobei der Einflu8B der Mahl- 

Satta ot Pe te Setheabines zeit unverkennbar ist. Relativ hohe Werte 
vermégen und Urobilinogen. zeigt auch der konzentrierte Morgen- 
TaReneaS &. A. 8 @. 3. harn. Diese Form der Kurve und 


die Abhangigkeit von der Mahlzeit legte unwillkirlich den Vergleich 
mit der Ausscheidung des Urobilinogens nahe. Aus diesem Grunde 
haben wir Bestimmungen beider nebeneinander ausgefiihrt — das 
Urobilinogen wurde nach der Verdiinnungsmethode bestimmt — und 
kénnen auf Grund einer gréBeren Anzahl von Versuchen beim Normalen 
ein absolutes Parallelgehen beider Kurven miteinander feststellen 
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Tabelle II. 
Reduziertes Urobilinogen, 
Name Zeit Spez. Gew Jodzahl Jodbindungs- in welcher Ver- 
vermogen dunnung positiv ? 
aa 12 1022 18 2 2fach 
2? 1022 13 2.2 Da 
4 1022 24 2.7 4. 
Bum. . « 108 1014 13,8 24 - 
4P 1022 31,2 4.0 S « 
5 1022 19.6 4.0 ae 
ae 1l* 1028 17.0 2.4 = 
4P 1030 31 4.2 oa 
Hochm. . 7a 1029 31 2.4 — 
ll 1021 13 1.6 a 
2p 1027 18 2.2 ae 
5 1030 27 46 8 . 
Eisl. . . 8* 1027 21 34 4. 
10 1023 22 26 2, 
1p 1027 24 3,2 ae 
3 — 22 3,6 ae 
5 _ 30° 3,7 4, 
Buchb. . Ra _— 12 3.6 4. 
1] — 20 34 a « 
3P — 16 4,2 Ss 
5 — 12 2.6 - ae 
8 ~- 17 3,1 oe . 


(s. Kurve 1 bis 3 und Tabelle II). Es hat den Anschein, als ob das 
r.J.b. V. uns einen objektiven, zahlenmaBigen AufschluB iiber die 
Urobilinogenausscheidung verschaffen kénnte. Im Gang befindliche 
Untersuchungen an pathologischen Fallen sollen dariiber weiteren 
AufschluB geben und gleichzeitig die Frage beantworten, ob das Uro- 
bilinogen allein dieses r. J. b. V. bedingt oder ob daran noch andere, 
bisher nicht in den Kreis der Untersuchungen gezogene Harnbestandteile 
beteiligt sind, deren Ausscheidung mit der des Urobilinogens gekoppelt 
ist'). Diese Untersuchungen werden auch aufzukliren haben, wieweit 
Reduktionsvermégen und reduziertes Jodbindungsvermégen klinisch 
verwertbare Zahlen darstellen. 


Zusammenfassung. 
1. Ein U-Stoff im Sinne Moors existiert nicht, vielmehr sind alle 
dem U-Stoff zugeschriebenen Eigenschaften durch die mitgeteilten 
Farbstoffe bedingt?). 


1) Wir sehen selbstverstandlich hier vom Bilirubin ab, das bekanntlich 


auch Jod bindet. 
2) Wir vermeiden absichtlich, uns durch die Bezeichnung Urochrom 


in irgend einer Weise festzulegen. 
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2. Das Reduktionsvermégen des normalen Harns ist durch seinen 
Farbstoffgehalt bedingt und geht demselben streng parallel. Der 
Reduktionswert eines Harns zeigt sich vom spezifischen Gewicht und 
dem Jodbindungsvermégen unabhangig. 

3. Durch Eisessigzusatz wird das Jodbindungsvermégen auf 9 bis 
29 Proz. seines urspriinglichen Wertes herabgesetzt, das Reduktions- 
vermégen bleibt unbeeinfluBt. 

4. Das durch Eisessig reduzierte Jodbindungsvermégen zeigt in 
seiner Tageskurve einen durchgehenden Parallelismus mit der Aus- 
scheidungskurve des Urobilinogens und kénnte vielleicht als objektiver 
zahlenmaBiger Ausdruck der Urobilinogenausscheidung herangezogen 


werden. 














Beitrige zur Atmung und Glykolyse tierischer Gewebe. 


Von 


Robert 0. Loebel [New-York]'). 
(Aus dem Kaiser Wilhelm-Institut fiir Biologie in Berlin-Dahlem,) 
(Eingegangen am 13, Juni 1925.) 


Mit 10 Abbildungen im Text. 


Die Zusammenhange, die zwischen der Atmung und der Milchsaure- 
bildung in den tierischen Organen bestehen, sind zunaichst im Muskel 
genauer erforscht worden. Die Atmung dient hier dazu, die freiwillige 
Spaltung des Glykogens in Milchsaure riickgingig zu machen. Dies 
geschieht im AnschluB an die anaerobe Anhaufung der Milchsaure durch 
analytisch nachweisbare Riickverwandlung in Kohlehydrat, ebenso 
auch im Falle des auBeren Zusatzes von Milchsiure zum Muskel, die 
hierbei, wie neuerdings gezeigt wurde, auch durch Brenztraubensaure 
ersetzt werden kann?). DaB aber derselbe Proze®B dauernd in der Ruhe- 
atmung abliuft, kann aus dem Verhiltnis der durch den Sauerstoff 
am Auftreten verhinderten Milchsiure zum verbrauchten Sauerstoff 
gefolgert werden. Neben dieser Verkniipfung besteht im Muskel noch 
eine andere: Die Konzentration der Milchséure reguliert die Atmungs- 
gréBe des Muskels; wir diirfen annehmen, daB die GréBe der Ruhe- 
atmung wesentlich von der in jedem Zeitdifferential durch spontanen 
Zerfall entstandenen Milchsiuremenge abhangt und im intakten Muskel 
gerade ausreicht, um diese vollstaéndig zum Verschwinden zu bringen. 

Otto Warburg und seine Mitarbeiter) haben nachgewiesen, dafi 
die Glykolyse, die die verschiedenen Warmbliiterorgane in Gegenwart 
von Zucker zeigen, mit derjenigen im Muskel in manchen Punkten 
Ahnlichkeit hat; vor allem hat die Atmung zahlenmaBig denselben 
EinfluB auf diese Glykolyse wie auf den Spaltungsumsatz im Muskel: 
das Verhaltnis der in der Atmung verschwindenden Milchsiure zum 


1) Fellow Nationa) Research Council U. 8. 

2) O. Meyerhof, K. Lohmann und R. Meier, diese Zeitschr. 157, 459, 
1924. 

%) O. Warburg, Posener und Negelein, ebendaselbst 152, 309, 1924. 
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aufgewandten Sauerstoff ist das gleiche. Trotzdem ist es zunachst 
nicht erwiesen, daB sich hier in der Atmung der gleiche Kreislauf des 
Kohlehydrats vollzieht. Auch weist die von Warburg speziell am 
Carcinom studierte Glykolyse gegeniiber der im Muskel eine Reihe 
wichtiger Unterschiede auf: sie wird durch Narcotica in ahnlichem 
Mabe wie die Atmung gehemmt!'), wahrend die Milchsiurebildung im 
Muskel dadurch eher beschleunigt wird*). Die Milchsiurebildung aus 
Fructose ist im Carecinom nur ein Zehntel so stark wie aus Glucose; 
im Muskel dagegen besteht zwischen Fructose und Glucose nach 
O. Meyerhof sowie F. Laquer und P. Meyer*) kein bedeutender Unter- 
schied. Bei héheren Temperaturen erweist sich nach den letzteren 
Forschern das Glykogen noch erheblich tiberlegen tiber die Hexosen, 
was ebenfalls im Carcinom nicht der Fall ist*). 

Ich habe deshalb auf Vorschlag und unter Anleitung von Herrn 
Meyerhof untersucht, ob die Glykolyse in normalen Kalt- und Warm- 
bliiterorganen in ihrer Empfindlichkeit gegen Narcotica und in ihrer 
Abhangigkeit von der Natur des gespaltenen Zuckers dem Typus des 
Carcinoms oder dem des quergestreiften Muskels entspricht. Gleich- 
zeitig wurde der EinfluB der verschiedenen Zucker, der Milchsiure und 
Brenztraubensaiure auf die Atmung studiert, um Anhaltspunkte dafiir 
zu gewinnen, ob hier ahnlich wie im Muskel die Milchsiure in der 
Atmung wieder in Kohlehydrat zuriickverwandelt wird. Hiermit hangt 
weiter das Problem zusammen, ob die durch die Spaltung des Zuckers 
entstandene Milchsiure iiberhaupt oxydiert werden kann und nicht 
vielmehr in toto zuriickverwandelt wird, wahrend dabei eine gewisse 
Kohlehydratmenge verbrennt. Ist die Milchsiure auch ein Zwischen- 
produkt des oxydativen Zuckerzerfalls oder lediglich des anaeroben, 
und verbrennt der Zucker auf einem anderen Wege ’ 

Die Mehrzahl meiner Versuche habe ich mit der nervésen Substanz 
ausgefiihrt, und zwar am Froschriickenmark und an der grauen Hirn- 
rinde der Ratte®). Zum Vergleich wurden auch Atmung und Glykolyse 
vom Flexnerschen Rattencarcinom und des Hautepithels neugeborener 
weiBber Mause und Ratten herangezogen. Es war nétig, Gewebe zu 

') S. Minami, diese Zeitschr. 142, 334, 1923 

2) O. Meyerhof, Pfliigers Archiv 188, 148, 1921 und unverdffentlichte 
Versuche. 

8) Hoppe-Seylers Zeitschr. f. physiol. Chem. 124, 211, 1923. 

*) Miindliche Mitteilung von Protessor O. Warburg. 

5) Die Arbeiten von E. Hirschberg und H. Winterstein, Zeitschr. f. 
physiol. Chem. 100, 185, 1917; 101, 248, 1918, iiber den Zuckerstoff- 
wechsel der nervésen Zentralorgane (Froschriickenmark) und von Asher 
und Takahashi, diese Zeitschr. 154, 441, 1924, iiber den Kohlehydrat- 
stoffwechsel des Gehirns (Warmbliitergehirn in situ) haben keine direkte 
Beziehung zu meinen Versuchen. 
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benutzen, die stark glykolysieren; das ist nach Warburg, Posener und 
Negelein fiir die genannten Gewebe der Fall. Die graue Hirnrinde bietet 
obendrein den Vorteil, daB die Saurebildung in Abwesenheit von Zucker 
minimal ist und auch die Atmung unter diesen Umstinden rasch sinkt. 
Die Beeinflussung der beiden Stoffwechselprozesse ist daher hieran 


besonders leicht zu studieren. 


Methodik. 


Als Methode verwandte ich die von Warburg und Minami be- 
beschriebene!), wobei als Atmungstrége GefiBe von etwa 4 ccm Innenraum 
benutzt werden. Dieselben werden mit dem Versuchsmaterial und 0,6 cem 
Lésung beschickt. Um in den Atmungsversuchen in liingeren Zeitraiumen 
ein Alkalischwerden der bicarbonathaltigen Lésung (durch Destillation 
der Kohlensiiure in die NaOH des Einsatzes) zu verhindern, wurde das 
Bicarbonat in einigen Fillen durch Phosphat ersetzt. Die Ergebnisse 
stimmten in beiden Fallen iiberein. Die Bicarbonatkonzentration fiir die 
Glykolyse betrug 2,5 bis 3. 10—* mol.; der Gasraum wurde jn diesem Falle 
mit 5 Proz. Kohlensa&ure in Stickstotf, bzw. 5 Proz. Kohlensiiure in Sauerstoff 
gefiillt. Die Bicarbonatkonzentration fiir die Atmung betrug 3,0 bis 
3,6. 10-3 mol., im Gasraum befand sich reiner Sauerstoff. Als Lésung wurde 
isotone Ratten- bzw. Frosch-Ringerlésung verwandt, die, wo nichts 
anderes vermerkt, 0,2 Proz. Glucose enthielt. Versuchstemperatur fiir 
Froschorgane 20°, fiir Rattenorgane 38°. 

Das Frosehriickenmark wurde pripariert, indem die Wirbelsiule am 
Ansatz des Hinterhauptes durehgetrennt und der Wirbelkanal vom Riieken 
her freigelegt wurde; von der angehobenen Cauda equina her wurden die 
Nerven beiderseits durchtrenrt, die Pia wurde vorsichtig abgezogen und 
das herausgenommene Riickenmark in der Liangsrichtung in vier méglichst 
gleiche Sektionen zerlegt, die in vier GefaiBe verteilt wurden. Fiir jeden 
Versuch wurden in der Regel drei bis vier Riickenmarkexemplare verwandt ; 
die Substanzmenge in jedem GefiB besaB so etwa 5 mg Trockengewicht. 
Die nach der Warburgschen Forme] berechnete kritische Schnittdicke fiir 
die Atmung des Riickenmarks betrigt 0.9mm. Die griBte Dicke der 
benutzten Riickenmarkstreifen war 0,5mm. Die Substanzmenge wurde 
nach dem Versuch bei 100° getrocknet und auf einer Sartoriusschen Mikro- 
wage gewogen. Daraus wurden der Qo,-Wert fiir die Atmung (Kubikmilli- 
meter Sauerstotf pro Milligramm Trockengewicht und Stunde) und der 
Qco,- Wert fiir die Glykolyse (Kubikmillimeter Kohlensiure pro Milligramm 
Trockengewicht und Stunde = 0,004 mg Milchsiéure) berechnet. 

Von dem Rattengehirn wurden mit dem Rasiermesser flache Schnitte 
der oberen Konvexitaét gemacht, die mit Glasstaében manipuliert wurden. 
Ihre Grenzschnittdicke betrug 0,45 mm. Die Haut neugeborener Ratten 
oder Miiuse wurde mit dem Rasiermesser abgezogen unter Zuriicklassung 
des subkutanen Gewebes. Die Innenseite wurde dann vorsichtig mit 
dem Rasiermesser von anhaftendem Bindegewebe befreit, so dab lediglich 
das Epithel verwandt wurde. Fiir die Versuche mit Flexnerschem 
Rattencarcinom wurden mir einige geimpfte Ratten von Herrn Warburg 
liberlassen. 


1) Diese Zeitschr, 142, 317, 1923. 
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Am schwierigsten ist es, mit der grauen Gehirnsubstanz in verschiedenen 
Versuchen genau tibereinstimmende Resultate zu erhalten, zur Hauptsache 
wegen des Gewichtsverlustes wihrend des Versuchs und wohl auch wegen 
der Ungleichwertigkeit verschiedener Schnitte. Uber die GriBe der 
Schwankungen mit normalen Versuchen orientiert die folgende Tabelle (1), 
wo je vier Messungen der anaeroben Glykolyse an Schnitten desselben 
Gehirns in zuckerhaltiger Ringerlisung ohne weitere Zusitze ausgefiihrt 
sind, 

Tabelle I. 


Kontrollserie der anaeroben Glykolyse in der grauen Gehirnsubstanz. 





Nr. Zeit mg Trockengewicht Schnittdicke QCco, 
] ]h 2.12 0.35 14,2 
2,12 0,35 14.6 
1.86 031 19.6 
2.68 0,45 12,1 
2 30° 2.14 0,34 13.4 
2.53 031 14.9 
1.87 0,47 11,7 
1,63 0.33 11,9 


DaB die gebildete Siiure wirklich in toto Milchs&iure ist, wurde durch 
chemische Bestimmung der Milchséure (nach Fiirth-Charnass) kontrolliert. 
Fiir die Ausfiihrung dieser Kontro!len bin ich dem Assistenten der Abteilung, 
Herrn Dr. Lohmann, zu Dank verpflichtet. 


I. Versuche iiber die narkotische Hemmung von Atmung und Glykolyse. 
Das Ergebnis der Versuche mit Froschriickenmark ist fiir 
fiinf typische Narcotica auf Abb.1 dargestellt. Die gestrichelten 


Proz. Hemmung im FroschsRiickenmark Felder entsprechen der prosen- 



































700 - tischen Hemmung der anaeroben 
- — Glykolyse, die ganzen Felder der 
— Atmungshemmung. Man sieht, 
&0- . ’ . 
pane daB die Glykolyse durch die 
v7 gleiche §Narcoticumkonzentra- 
S - ; : ; 
604 |S S 8 tion stets auBerordentlich viel 
~ . . 
50+ RN iS 8 |. schwicher gehemmt ist. Doch 
3 = cp % 5 ' - , 
wl . 2 > g gilt auch fiir diese Hemmung 
x ° . 
Is S x $ © die Regel der homologen Reihe, 
a = : 
at N Ss > 3 & und die Abstufung nach den 
< = “e = 
24 x “SY = S héheren Gliedern folgt der 
WH x x , Strukturwirkungsstarke“ der 
g y . 
0 Narcotica, so daB auch ge- 


3Proz. Phenyl+ 10Proz. Heptyle 0,02Proz. sattigte Lésungen von Phenvyl- 

Athyl- urethan Athyl- alkohol Thymol 7 

urethan satt. alkohol satt. 20° urethan und Heptylalkohol hem- 
Abb. 1. men. Die einzelnen Versuche sind 


Cea rete Peger Hcmmune Scr Acmosy in Tabelle II zusammengestellt. 
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Im Prinzip genau gleich wie das Froschriickenmark verhalten sich 
die verschiedenen Rattengewebe. Auch hier wird stets die Glykolyse 
schwacher gehemmt als die Atmung. Dabei ist zwischen der grauen 
Substanz, dem wachsenden Epithel und dem Carcinom kein Unter- 
schied. Vielleicht ist die Differenz der Wirkungsstirken fiir Atmung 
und Glykolyse bei den Warmbliiterorganen etwas kleiner als bei der 


Tabelle II. 


Narkotische Hemmung im Froschriickenmark (Versuchsdauer 1 Stunde). 





Atmung Anaerobe Glykolyse 

Nr | Narcoticum _eiee age if . ie I 

Nr. } otic , os io -roz "roz 
| nzentration Qo Hemmung || @CO,; | Hemmung 

] P _ _ 2,15 — 7,63 _ 
Athylurethan 3 0,40 81 5,67 26 
2 , — _ 2,77 = 6,58 — 
Athylurethan 3 0,35 87 6.93 0 
3 -_ _ — _— 7,92 — 
~~ 3 — ~ 5,99 25 
— 6 — _— 1,83 77 
_ 9 — == 0,84 90 
4 _— _ 1,88 — 5,57 — 
Phenylurethan _ gesiittigt 0,59 69 4,47 20 
5 _ _— 1,90 _— 4,72 _ 
Phenylurethan  gesattigt 0,36 81 4.53 4 
Sf. = — 2,23 _ 5,33 one 
Athylalkohol 10 117 48 5,24 2 
7 -- _ _ —- 6,81 — 
Heptylalkohol _gesittigt 0 100 5,46 25 
8 on _- — _ 4.37 -- 
Heptylalkohol  gesattigt 0 100 4,27 2 
9 -- _- ~- — 4,98 _ 
Heptylalkchol _ gesiittigt 0,50 80 2,0 60 
10 _— - 2,29 — 4,93 — 
Thymol 0,01 0,84 63 7,84 0 
11 _ _- 1,94 _- 5,92 _— 
Thymo!l 0,02 0,25 87 6,08 0 


Medulla des Frosches; hinzu kommt, daB bei 38° die in gesattigter 
Lésung benutzten Stoffe héher konzentriert sind als bei 20°. Vereinzelt 
aus der Reihe fallende Versuche miissen auf unaufgeklirte Unregel- 
maBigkeiten bezogen werden. In vielen Fallen ist sogar die Glykolyse 
bei kleinen Narcoticumkonzentrationen gesteigert, doch iiberschreiten 
die Ausschlage meistens nicht die Fehlergrenze. Als Beispiel gebe ich 
ein Versuchsprotokoll mit Rattenhirn und in Tabelle III eine Zu- 
sammenstellung der Resultate an Saugetiergeweben. 
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Versuchsprotokoll zu Versuch 1, Tabelle I11. 

In allen GefiBen 0,5 com Ringer mit 0,2 Proz. Glucose, in den Atmungs- 
versuchen | und 2 mit 3,6. 10—-3mol, NaHC O, in den Glykolyseversuchen 3, 
4 und 5 mit 3. 10-2 mol. NaHC O,. Ferner in Gefi® 2 und 5 Zusatz 3 Proz. 


Athylurethan; Versuch 3 und 4 ist eine Doppelbestimmung. 














Atmung ae Glykolyse . 
1 2 3 4 5 
GefiBkonstante k , 0,286 0,283 0,356 0,403 | 0,355 
Gasraum ..... O, O, N,+C0O,|N,+CO,| N,+CO, 
Einsatz. .... . || 0,l ccm 0,1 cem -- — — 
nNaOQH nNaOQH 
Trockengewicht der 
Schnitte in mg. 3,19 3,29 2.34 2.59 4,79 
Schnittdicke d in mm 0,32 0,45 0,32 0,32 0,35 
mm Druckinderg. 
pro 15 Minuten. — 40,5 —115 + 25,5 + 20,5 + 375 
pro 30 Minuten, — 82 — 22 + 48 +. 40.5 + 66 
Gas inemm ,.. —23,4 — 62 + 17,2 16,3 + 23.45 
Q (cmm pro mg u. h) 14,7 3,79 14,6 12,6 9,78 
13,6 
Hemmung in Proz. 74 28 
Tabelle I11. 
Narkotische Hemmung von Atmung und Glykolyse an Saugetiergeweben. (Versuchsdauer 30 Minuten.) 
| ioe |___Atmung _ ; ___ Glykolyse 
Nr. Gewebe Narcoticum Konzen: || Proz. Proz. 
tration | O, Hemmung QC Oo, Hemmung 
it 
1 Graue Sub- | — — 14,7 — 13.6 — 
stanz von Athylurethan 3 3,79 74 9,78 28 
Rattenhirn 
2 a — ~- 12,2 ss 17,5 — 
Athylurethan 3 5,33 57 9,07 43 
3 — == 4.6 -- 13.9 — 
Isobutylurethan 05 0 100 18,0 0 
4 — _- 10,6 -- 9.3 — 
Phenylurethan 0,1 3,09 72 2,09 78 
5 a _- 8,42 —_ 12.5 — 
i-Amylalkohol 05 4,42 48 15.0 0 
6 Hautepithel _ — 5,83 _- 7,31 — 
neugeboren. Athylurethan 3,0 2,02 65 2,35 68 
weil. Mause 
7 — -= 6,88 — 7,87 — 
Phenylurethan halb ge- 1,55 77 5,30 33 
sittigt ' 
8 Ratten- n — — 9,04 _ 32,7 _ 
earzinom | Athylurethan 3,0 0 100 15,2 54 
9 — 5,71 — 32,7 — 
Isobutylurethan 05 0 100 21,4 35 
10 — — 3,24 — 23,2 _— 
i-Amylurethan) 0,5 1,78 45 25,9 0 
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Da die anaerobe Glykolyse durch Narcotica sehr viel schwicher 
als die Atmung gehemmt wird, mu die Glykolyse in Sauerstoff unter 
der Wirkung der Narcotica bei geeigneter Dosierung ansteigen infolge 
des Wegfalls des Atmungseinflusses auf die Milchsiureproduktion. 
Falls die Atmung komplett, die Glykolyse nahezu gar nicht ge- 
hemmt wird, miissen anaerobe und aerobe Glykolyse einander gleich 
sein. Beides ist leicht nachzuweisen, wie die. folgenden Beispiele an 
Froschriickenmark zeigen (Versuchsdauer 1 Stunde). 





1. aerobe Glyvkoly se ohne Zusatz Gco, . . 1,53 
aa 2 mit 3 Proz. Athylurethan VUco, . . 6,42 

2. Atmung in gesiittigter Lésung von Heptylalkohol Qo,. . . 0 
anaerobe Glykolyse ohne Zusatz Qco, -. - 4,27 
es aa mit Heptyvlalkohol gesiittigt Qco, . . 4,37 
aerobe ‘i a re = QYco, - . 4.57 


Zum Unterschied von den Narcotica wurde Natriimfluorid ge- 
prift, dessen hemmende Wirkung auf die Glykolyse im Blute schon 
lange bekannt ist. In der Tat verhalt sich das Natriumfluorid gerade 
umgekehrt wie die Narcotica, es hemmt die Glykolyse viel starker als 


Proz. Hemmung durch NaF (0,01 u. 0,02 Proz.) 
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Weife Felder: Hemmung der Atmung. Gesamttelder: Hemmung der Glykolyse 


die Atmung. Dies ist auf Abb. 2 dargestellt, wo die weiben Felder 
die Atmungshemmung, die gesamten Felder die Hemmung der Glykolyse 
zeigen. Um eine Ausfallung des CaF, zu vermeiden, wurde in diesen 
Versuchen die Ringerlésung durch physiologische Kochsalzlésung mit 


Biochemische Zeitschrift Band 161 : 15 
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Bicarbonat ersetzt. Dies hatte in kurzen Zeitriumen nur einen un- 
bedeutenden EinfluB auf die GréBe von Atmung und Glykolyse. 


Tabelle1V. Hemmung durch NaF. 





Proz. Atmung Glykolyse 
Konzen: Versuchs- . 
Nr. Gewebe tration zeit Proz. ; Proz. 
NaF Vo, Hemmung CO, Hemmung 
l Frosch- - jb 5.03 
ruckenmark 0,002 4.44 12 
001 1,12 7 
0.05 0.43 92 
2 Frosch- _ ]h 2.99 5,33 
ruckenmark O01 2,19 27 0,99 81 
3 Hirnrinde — 30° 11.6 8.24 
(Ratte) 0,01 11,1 q 6,58 20 
4 Hirnrinde — 30° 10.6 11,77 
0.02 6,68 37 2.09 81 
5 Haut — 30° 5.62 5,28 
neugeboren. 0.01 3.48 38 2 65 50 
Miaiuse 
6 Haut -- 30° 3,54 7,08 
neugeboren. 0,02 2,42 32 2.37 66 
Ratten 


II. Atmung und Glykolyse unter Zusatz verschiedener Zucker und verwandter 
Stoffe. 

Fiir die Versuche dieses Kapitels wurde ausschlieBlich die graue 
Substanz des Rattenhirns benutzt. In dieser betragt die Saurebildung 
ohne Zusatz von Zucker von vornherein nur etwa 10 Proz. derjenigen 
mit Glucose. Auch die Saiuerung ohne Zucker ist, wie die chemische 
Kontrolle ergibt, auf Milchsiurebildung zuriickzufiihren. Jedenfalls 
geht aus dieser geringen spontanen Saurebildung hervor, dab die 
Rindensubstanz nur tiber einen minimalen Vorrat glykolysierbaren 
Zuckers verfiigt. Ebenso fallt auch die Atmung in zuckerfreier 
Lésung hier schon im Laufe von 11% Stunden auf ein Drittel, nach 
2 bis 214 Stunden auf ein Fiinftel bis ein Achtel des urspriinglichen 
Wertes, wahrend sie in Zuckerlésung in der ersten Zeit nur um 
10 bis 20 Proz. gesunken ist, und auch nach 2 bis 24 Stunden 
noch annihernd drei Viertel der Anfangsatmung betragt. Dab die 
Atmung nicht wie die Glykolyse in zuckerfreier Lésung von vorn- 
herein so gering ist, wird man so deuten miissen, daf auBer dem 
Zucker noch anderes oxydierbares Material in kleinen Mengen vor- 
handen ist. Dies ist jedenfalls zu einem Teil auch Nichtkohle- 
hydrat, wie schon aus dem respiratorischen Quotienten hervorgeht, 
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der ohne Zuckerzusatz 0,86 ist. Andererseits sehen wir im folgenden, 


da®s auch verschiedene Zucker veratmet werden kénnen, ohne zu einer 


Glykolyse AnlaBb zu geben. Es wurde entweder mit Schnitten desselben 
Gehirns oder in getrennten Versuchsserien der Einfluf derselben Sub- 
stanzen auf die anaerobe Milchsaurebildung und auf die Aufrecht- 
erhaltung der normalen Atmung untersucht. Die Zeitdauer der 
Glykolyseversuche war meist 1 Stunde; die Atmungsversuche mubten 
fiir langere Zeit, mindestens 2 Stunden, fortgesetzt werden, um einen 
starken Atmungsabfall in zuckerfreier Lésung zu veranlassen. Die 
fiir die Entnahme des Gehirns benutzten Instrumente sowie die GefaBe 
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Abb. 3. Abb. 4. Abb. 5. 
Glykolysegeschwindigkeit. 


und Lésungen wurden sterilisiert, eine MaBnahme, die fiir die Ver- 
suchszeit ausreichte, um gegen Bakterien geschiitzt zu sein. Die Er- 
gebnisse der Versuche sind in einer Reihe von Kurven und Tabellen 
mitgeteilt. Fiir die Glykolyse sind die Qco,-Werte als Rechtecke 
gezeichnet, deren Héhe unmittelbar die Glykolysegeschwindigkeit 
angibt (siehe Abb. 3, 4 und 5). Der Einflu®B der Substanzen auf die 
Atmung tritt deutlicher hervor, wenn der Sauerstoffverbrauch in 
Kubikmillimeter pro Milligramm fiir die ganze Atmungszeit als Kurve 
dargestellt wird. Eine gerade Linie entspricht konstanter AtmungsgréBe ; 
der Winkel, den die Kurve an jeder Stelle gegen die Abszisse bildet, stellt 
die Oxydationsgeschwindigkeit in diesem Augenblick dar. Da fiir alle 
Kurven derselbe Mastab benutzt ist, sind sie unter sich vergleichbar. 


15 * 
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Was zunichst die anaerobe Glykolyse betrifft, so bildet von allen 
gepriiften Zuckern neben Glucose nur noch Mannose und in geringem 
Mabe Hexosephosphorsiure Milchsiure. Glykogen und Fructose (aus 
Inulin) sind vollstandig wirkungslos, ebenso Maltose und Saccharose. 
Also auch hier ergibt sich wie bei der Narkosehemmung, dab die Gly- 
kolyse der Hirnrinde der des Carcinoms, aber nicht der des Muskels 
entspricht. Glycerinaldehyd (in einem von Herrn Neuberg freundlichst 
zur Verfiigung gestellten Praparat) und Dioxyaceton (ein umkristalli- 


Tabelle V. 


Glykolyse durch verschiedene Zucker. 





Versuchs- Zusatz 
N Z d VCO 
r zeit Zusatz a ? 2 
] 45 — — 0.32 15 
Glucose 02 O39 S3 
Galaktose 0.2 0,23 2.55 
Gly kogen 0.2 0.29 0.65 
2 30’ — — 0,40 25 
Glucose 02 0.28 10.9 
Fructose 0.2 0.32 23 
Maltose 0.2 - 039 24 
3 Ih — _— 1,9 
Glucose 02 14.6 
Fructose 0.2 2.4 
Maltose 0.2 23 
4 Ih _ _ 0.25 16 
Glucose 0.2 0.30 13.1 
Glycerinaldehyd 0.1 0.38 15 
Dioxyaceton 01 0,29 1,3 
5 1h _ 0,1 0,26 
Fructose 0.1 0.64 
Mannose 0.1 64 
Hexosephosphat 04 2,8 
6 d/h _— ine 
Giucose 0.2 038 12: 
Mannose 0,2 0.18 94 
Fructose 0,2 0.16 2.0 
7 ]h Galaktose 02 1,7 
Glycerinaldehyd 0,1 1,7 
Dioxvaceton 0.1 2,05 
8 ]h Glucose 0,36 9.6 
Saccharose 0.29 05 
9 jh = 0,22 057 
Glucose 0,21 16.0 
Glykogen 0,13 0,53 
10 ]b — 0.28 1,52. 
Glucose 0.23 14.4 
Maltose 0,22 2.13 


Die Qco,-Werte der wirksamen Substanzen sind fettgedruckt. 
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siertes Praparat von Schering) waren ebenso wirkungslos, im Gegensatz 
zu Methylglyoxal, iiber dessen Milchsaurebildung in der grauen Rinden- 
substanz kiirzlich von Herrn Meyerhof berichtet wurde'). Uber die 
Ergebnisse der Glykolysemessungen gibt die Tabelle V  Auskunft. 
In einer besonderen Spalte ist die Schnittdicke (d) der Gewebsschnitte 
verzeichnet. 

Die geringfiigige Saurebildung ohne Traubenzucker sinkt im 
Laufe von 1 bis 2 Stunden noch auf einen kaum mebbaren Wert ab, 
wahrend die Glykolyse in Traubenzuckerlésung in dieser Zeit nur auf 
etwa die Halfte fallt. Auch in dieser Beziehung verhalten sich die 
unwirksamen Zucker wie zuckerfreie Lésung. Dies zeigen die beiden 
folgenden Beispiele. 





QVCO, in der 


Nr. Zuckerzus — , 4 
. Zuckersusats ersten halben zweiten halben zweiten 
Stunde Stunde Stunde 

l Glucose .... 12.3 8,7 40 
Fructose .... 2.0 2.0 0,2 

2 Kein Zusatz . , 1,8 1,2 0,08 
Glueose .... 16.3 12.8 9.7 
Maltose ...., 2.6 1,7 0.43 


Auber bei Glucose war es speziell bei Hexosephosphorsiure von 
Wichtigkeit, festzustellen, ob der Bicarbonatzersetzung eine Bildung 
von Milchsaure quantitativ entspricht, da hier méglicherweise auch 
die Abspaltung von anorganischem Phosphat etwas Kohlensaure hatte 
freisetzen kénnen. Die chemische Kontrolle ergab jedoch eine gute 
Ubereinstimmung. Das Natriumhexosephosphat wurde durch Umsatz 
von Calciumhexosephosphat (Candiolin von Bayers Farbwerken) mit 
der entsprechenden Menge Natriumoxalat hergestellt. Die Anwesenheit 
des Hexosephosphats in den Glykolyseversuchen fiihrt zu einer 
Retention von Kohlensaure, deren GréBe durch Einkippen einer 
titrierten Menge Milchsiure in die hexosephosphathaltige Ringer- 
Bicarbonatlésung festgestellt wurde. Bei den hier gebrauchten Mengen- 
verhaltnissen betragt die Retention 18 Proz. des durch die Druckmethode 
gemessenen Ausschlags. Diese Korrektur ist in der folgenden Versuchs- 
iibersicht fiir die Berechnung der gebildeten Milchsaiure aus dem Kohlen- 
sauredruck angebracht. 


Versuch. Hirnschnitte von drei Ratten, gemischt, zum Teil iiber 
Grenzschnittdicke, werden vor dem Versuch in Ringerlésung feucht gewogen, 
fiir die Berechnung des Q-Wertes ist das Feuchtgewicht durch 6 dividiert 
worden. Die Schnitte werden in 4cem Ringer-Bicarbonatlisung aufge- 


1) Diese Zeitschr, 159, 432 (1925). 
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schwemmt, die sich in flachen RespirationsgeféBen von 25 ccm Inhalt 
befindet. Gasraum: Stickstoff + Kohlenséiure. Dauer der Gasmessung 
2 Stunden, Gesamtzeit 2 Stunden 32 Minuten. Nach SchluB des Versuchs 
werden die Schnitte mit Fliissigkeit chemisch auf Milchsiure verarbeitet. 
Methode siehe bei O. Meyerhof'). 





Feucht: CO. in Milche Milch» —Milche | Mitch» Difterenz 
ewicht , 4. > 7 Saure saure saure saure 2 
' der Zusatz 2me Qc Oz (Nz) berechnet berechnet gefunden getunden funden — 
: berechnet 
Schnitte 
cmm mg Proz. mg Proz. Proz. 
0,549 — 37 1,9 0,46 0,084 0,46 0,084 0,00 
0,716 0.2 Proz. 222 9,9 3,04 042 3,6 0,50 + 0,08 
Glucose 
0,684 0,4 Proz. 79 3,7 104 O18 15 0,22 + 0.04 
Na-hexose- L 0.19 


phosphat 


Besonderes Interesse hat im Vergleich zur glykolytischen Wirk- 
samkeit die Atmungswirksamkeit der verschiedenen Zucker. In 
mehreren Fallen lauft beides parallel. Ebenso wie Glucose halt Mannose 
die Atmung aufrecht, wahrend Galaktose, Glykogen, Saccharose und 
die Triosen weder Milchsaiure bilden noch veratmet werden. <Auffallig 
dagegen ist das Verhalten von Fructose und Maltose. Beide halten die 
Atmung aufrecht, ohne daB sie glykolytisch gespalten werden. Ja, 
Fructose unterscheidet sich kaum von Traubenzucker, wahrend aller- 
dings die Atmung mit Maltosezusatz geringer ist. Daf in der Tat 
Fructose oxydiert wird, geht auch aus dem respiratorischen Quotienten 
in Gegenwart von Fruchtzucker hervor, der fast genau 1 ist; vgl. Ta- 
belle VI, in der auch noch der respiratorische Quotient mit Milch- 
siurezusatz verzeichnet ist. 

Der respiratorische Quotient wurde in der iiblichen Weise durch 
Kombination dreier Messungen bestimmt: 1. GefaS mit NaOH im 
Einsatz, zur Messung des Sauerstoffverbrauchs, 2. GefaB ohne NaOH 
mit 0,.3cem nHCl im Anhang zur Bestimmung der praformicrten 
Kohlensaure, 3. ebenso gefiilltes GefaB zur Bestimmung der am Schlub 
vorhandenen Kohlensaure ; zur Kontrolle meist noch ein viertes Gefab 
zur Bestimmung der praformierten Kohlensaure ohne Gewebsschnitt. 
Die gebildete und praformierte Kohlensiure mu auf die Schnitt- 
gewichte des Sauerstoffverbrauchs umgerechnet werden.  Fiir die 
Messungen dienten GefiBe von etwa 12ccm Gasraum. Um die Aus- 
schlage méglichst groB zu machen, wurden mehrere Schnitte im Gesamt- 
gewicht von etwa 15mg Trockensubstanz in jedes GefaB gefiillt und 
meist zwei Hirne zu jedem Versuch verwandt. Der Sauerstoffverbrauch 
betrug in 2 Stunden etwa 200cmm, so da der respiratorische 


') Pfliigers Arch. 204, 305, 1924. 
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Quotient auf wenige Prozent genau bestimmt werden konnte. Die 
Ringerlésung wurde statt mit Bicarbonat mit ein Zehntel einer 
isotonischen Natriumphosphatlésung von py 7.4 versetzt. 


Tabelle VI. 
Respiratorischer Quotient in der grauen Substanz. 
(Versuchsdauer 2 Stunden.) 





Nr. Zusatz Proz. VO, RQ a 
l Ohne Zusatz -- 3,38 0.84 | . 

2 : : os 3,85 os | = 

3 Fructose 0,2 75 O95 | 

4 = 02 8.3 LOO Ow 

5 r 02 8.5 1.03 

6 Milchsaure 03 8.95 0.95 

7 : 03 9.55 0.95 | 092 

; « 03 9.7 O91 | 

9 . 03 10,15 0.87 


Daraus, dai Fructose zwar oxydiert wird, aber keine Milchsaure 
bildet, miissen wir schlieBen, daB sie auf einem anderen Wege als iiber 
Milchsaiure verbrennt. Es liegt nahe, dieses Resultat auch auf die 
anderen Zucker zu erweitern. Es wiirde dann auch Glucose auf einem 
anderen Wege als iiber Milchsaure verbrannt werden, und die Milchsaure 
ware kein Zwischenprodukt des oxydativen Zuckerzerfalls, wie oben 
bereits diskutiert worden ist. Noch schwieriger ist das Verhalten der 
Maltose zu deuten, deren Atmungswirksamkeit allerdings kleiner ist. 
Entweder wird diese oxydiert, ohne in Glucose gespalten zu sein, oder 
die aus ihr gebildete Glucose kann schon in einer sehr niedrigen Kon- 
zentration verbrennen, in der sie noch keine Milchsaure bildet. Zum 
Unterschied von Fructose bildet Hexosephosphat langsam Milchsaure, 
ohne deutlich die Atmung aufrecht zu erhalten. Jedoch ist vielleicht 
auch hier eine geringfiigige Wirksamkeit vorhanden (s. Versuch 5, 
Tabelle VII und Versuch 8. 229). 

AuBer den genannten Zuckerarten sind noch eine Reihe anderer 
Stoffe auf ihre Atmungswirksamkeit gepriift. Wie O. Meyerhof, R. Meier 
und K. Lohmann fanden, erhéhen milchsaures und brenztraubensaures 
Natrium die Atmung des Zwerchfells und des Lebergewebes, und zwar 
offenbar auf dem Wege der Umwandlung in Kohlehydrat. Dement- 
sprechend bleibt die Atmungsgrébe dabei nicht nur fiir viele Stunden 
konstant, sondern ist wegen der mit der Synthese verkniipften Oxy- 
dationssteigerung sogar absolut noch gréBer als in Zuckerlésung. In 
der Leber wirken Alanin und Asparagin etwa ebenso, wobei Ammoniak 


abgespalten wird. im Muskel dagegen nicht. Der EinfluB dieser vier 
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Substanzen auf die Atmung des Gehirns ist nun demjenigen auf das 
Zwerchfell ahnlich. Alanin und Asparagin sind voéllig ohne Wirkung. 
Dagegen halten Milchsiure und Brenztraubensaure die Atmung fast 


ebensogut aufrecht wie Glucose.  Allerdings ist die Atmung hierbei 
nicht gréBer als mit Zucker. In der Tabelle VII ist eine Auswahl aus 
den Versuchen zusammengestellt. (Eine Reihe weiterer ergab 


dieselben Resultate.) In den Spalten 1 bis 5 ist der Qo -Wert fiir eine 
halbe Stunde angegeben, und zwar fiir vier bis fiinf aufeinanderfolgende 


AtmungsgréBe pro ||, Stunde. Rattengehirn. 
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halbe Stunden. In den beiden letzten Spalten ist die AtmungsgréBe 
der letzten halben Stunde in Prozenten des Anfangswertes ausgedriickt. 
Diese Zahl gibt einen besonderen guten Eindruck von der Konstanz 
der Atmung. Diejenigen Werte, die eine Aufrechterhaltung der Atmung 
anzeigen, sind fett gedruckt. Die Konzentration der Zucker betrug 
durchgehend wie bei den Glykolyseversuchen 0,2 Proz. Die Triosen 
wurden in 0,1 proz. Lésung, milchsaures Na in m/40 und brenztrauben- 
saures Na in m/40 und m/140 Lésung verwandt. 

Auberdem sind auf den Abb. 6 bis 10 eine Reihe von Versuchen 
in Kurven dargestellt. Auf der Ordinate sind Kubikmillimeter Sauer- 
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stoff pro Milligramm angegeben, auf der Abszisse die Zeit in Stunden. 
Die atmungswirksamen Stoffe ergeben annaihernd eine gerade Linie. 

Die Tatsache, dali Milchsiure und Brenztraubensaure die Atmung 
ungefahr ebensogut wie Zucker aufrecht erhalten kénnen, gibt zu zwei 
Fragen Anlah: 

1. Beweist die Aufrechterhaltung der Atmung, dal diese Stoffe 
direkt oder indirekt von der Rindensubstanz oxydiert werden ‘ 

2. Wenn dies der Fall ist, werden die Sauren direkt oxydiert oder 
erst nach Umwandlung in Zucker / 


AtmungsgroBe pro '|, 


Stunde. Rattengehirn, 
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DaB die erste der genannten Fragen zu bejahen ist, ist schon an 
und fiir sich ziemlich wahrscheinlich. Ich habe diese Annahme fiir die 
Milchséure durch zwei Versuchsserien zu stiitzen versucht, indem ich 
1. den respiratorischen Quotienten und 2. den EinfluB der Milchsaure 
auf die Ammoniakabspaltung der Hirnrinde untersucht habe. Aus vier 
in der Tabelle VI mitgeteilten Bestimmungen ersieht man, dab der 
respiratorische Quotient durchschnittlich 0,92 ist, gréBer als ohne 
Zusatz, wenn auch scheinbar kleiner als mit Zucker. Die Fehler- 
genauigkeit dieser Messungen ist aber nicht sehr hoch. Fir beweisender 
halte ich die Versuche tiber die Ammoniakabspaltung. Milchsaure 
und Brenztraubensiure schranken die Ammoniakabspaltung bei der 
Atmung des Zwerchfells ungefihr ebenso ein wie Zucker, namlich 
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cam Oo AtmungsgréBe pro |. Stunde. Rattengehirn. 
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AtmungsgroBe pro '', Stunde. Rattengehirn in Phosphat-Gemisch pH 7,4 
(Phosphat: Ringer = 1 : 10). 
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Nr. 


Zusatz 


Kein Zusatz 
Glucose . 
Galaktose ; 
eee 


Kein Zusatz 
Glucose , 
Fructose 
Maltose . 


Kein Zusatz 
Glucose ,. 
Fructose 
Maltose 


Kein Zusatz 
Glucose . 
Glycerinalde hyd 
Dioxy: weton 


Kein Zusatz 
Glucose . 
Fructose ; 
Hexosepho spha at. 


Kein Zusatz 

Glue oOFe 

Mannose . 
Milchsaures- Na 
Brenztraubensaures- Na 


Kein Zusatz 

Mannose 

Milchsaure a-Na 
Brenztraubensaures- Na 


Kein Zusatz 
Glucose P 
Milchsaures- Na 
Alanin 


Kein Zusatz 
Mannose 
Galaktose 
Glyvkogen ® 
Kein Zusatz 
Glucose 
Glycerinalde hyd 


Acetaldehyd 


Kein Zusatz 
( rhuce se 
Saceharose 


(Werte fur aufeinandertolgende 


halbe Stunden in der 
vierten 
halben 
2 3. 4 Stunde 
Proz. 
7,6 557 4,1 — 47 
16 |e /1es | — 74 
7.3 55 3.5 — 34 
3.6 29 2,1 —_ 33 
44 33 135 — 12 
140 134 10.6 — 70 
105 11,1 8,7 ~- 6S 
63 5.9 395 — 43 
566 (1,2) | (1,2) O75 —_ 
7,7 65 yf 6.6 —_ 
11.3 10.5 10.7 10.7 ae 
8.5 4.3 58 43 — 
48 3,2 2.0 19 es 
11,2 8.9 7.3 70 a 
49 3,1 og 11 -- 
3.6 25 15 09 in 
3,2 3,1 12 09 a 
99 117 2 77 a 
99 113 90 85 oe 
4,7 49 17 14 — 
3.3 3.0 oo, — 19 
91 8.4 5.9 — ss) 
94 94 8.1 — S3 
8,1 7,9 6.2 — 69 
8.9 7.3 4 — 74 
5,7 4.2 19 18 a 
13.2 11.7 100° 101 _ 
of 7.6 6.2 5.3 _ 
125 110 93 8.6 
6,9 5.2 3.5 2.8 —_ 
105 11,1 Ol 103 —_— 
11.0 11.0 95 &8 — 
87 2,7 3.7 29 
569 42 36 27 _ 
10.7 104 102 10] — 
58 3.5 2.3 23 _— 
3.0 2,2 1.9 1.3 ou 
5,7 3.6 3S 2.1 
13 «6101 20 106 al 
63 3.8 3.4 1s = 
49 3,1 3,2 14 
(3,1) 3.1 Os . 14 
(10) 10.0 90 — 1m 
(34) 34 12 — 23 


Atmung 








in der 
tuntten 
halben 
Stunde 


Proz. 


w3 
19 
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auf ein Drittel bis ein Zehntel des urspriinglichen Wertes!). Anderer- 
seits schwindet dabei die Milchsiure und Brenztraubenséure oxydativ 
auf dem Wege iiber Zucker. Nun wird in absoluter Rechnung die 
Ammoniakabspaltung in der Hirnsubstanz durch Zucker nicht so 
stark verringert. Pro Milligramm Trockengewicht betragt sie in 2 Stun- 
den mit Zucker nur 20 bis 50 Proz. weniger als in zuckerfreier Lésung. 
Sehr betrichtlich ist jedoch der Unterschied, wenn man die Ammoniak- 
bildung mit dem Sauerstoffverbrauch in beiden Fallen vergleicht. 
Die Atmung der Hirnsubstanz ist in 2 Stunden in reiner Ringerlésung 
ja nur ein Drittel bis ein Viertel so groB wie mit Glucose. Bezogen auf 
den Sauerstoffverbrauch, ist also die Ammoniakbildung in Zucker 
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nur ein Drittel bis ein Viertel so groB, itibereinstimmend mit dem Um- 
stand, daB die Aufrechterhaltung der Atmung auf die Oxydation des 
Zuckers zuriickzufiihren ist. Und in dieser Beziehung verhalt sich das 
milchsaure Natrium angenihert ebenso. Die Einschrankung der 
Ammoniakbildung mit milchsaurem Na ist absolut sehr geringfiigig 
— wohl noch geringer als mit Zucker — ; sehr deutlich ist dagegen auch 
hier, daB pro Einheit veratmeten Sauerstoffs die Ammoniakbildung 
stark herabgeht. Die Aufrechterhaltung der Atmung durch milch- 
saures Na wird man daher auch nicht auf eine allgemeine Steigerung 
der Oxydation beziehen kiénnen, sondern die Milchsiure muB, ahnlich 
wie der Zucker, selbst veratmet werden. Ob dies direkt oder auf 


1) O. Meyerhoj, R. Meier und K. Lohmann, }. c¢. 
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dem Wege tiber Zucker geschieht, kann allerdings nicht entschieden 
werden !). 

Fiir die Ausfiihrung der Ammoniakmessung nach der Folinschen 
Methode folgte ich den Angaben von O. Meyerhof, K. Lohmann und 
R. Meier in der angefiihrten Arbeit. 

In der Tabelle VIII sind die Versuche zusammengestellt. Bei 
reiner EiweiBverbrennung sollte auf 4 bis 5 Mol. Sauerstoff 1 Mol. 
Ammoniak abgespalten werden. Dieses ist angenihert in Abwesenheit 
von Zucker der Fall, wobei allerdings gut die Halfte des Ammoniaks 


Tabelle VIII. 


Ammoniakabspaltung in Gegenwart von Zucker und milchsaurem Natrium. 





. Trocken: Ammo: 

: Versuchs- Atmo- niak pro Mol. O, 

Nr. zeit seven Zusatz sphare my u. Std @ 2 Mol. NH, 

1 Qh 13,32 -- O, 0.38 4.1 8.2 
13,19 0,2 Proz. Glucose O, 0.32 15,0 35.9 

2 3 15 4.53 ne O, 0,50 54 8,2 
6.08 0,2 Proz. Glucose O, 0.25 11] 34 
4.30 GS -« ‘. N, 0,32 - os 

3 2 13,71 — oO, 0.38 3.8 7.6 
11,40 _- N, 0.215 — _ 

4 2 14.13 — O, 0,54 3.38 48 
12,34 m/40 milchs. Na O, 0.47 8.3 13,0 

5 2 12,03 -— O, 0.59 65 8.35 
9,43 m 40 milchs. Na O, 0,39 945 18,7 

6 2 30 6,07 a= O, 0.73 7,1 74 
6,25 m 40 milchs. Na oO, 0,69 10,7 11,8 
6,59 _— No 0.46 — — 
5,14 m 40 milchs. Na N, 0.56 _— — 

7 | 2 12,62 — 0, 0,55 35 48 
12.51 m/40 milchs. Na oO, 0Al 10,8 19.9 


1) Einen unmittelbaren Beweis fiir die Oxydation der Milchsiure 
aus zugesetztem Natriumlactat durch die graue Substanz des Rattenhirns 
fand Herr Meyerhof inzwischen in einer anderen Versuchsanordnung: 
Bestimmt man nimlich in der Kastchenmethode von Warburg (diese 
Zeitschr. 152, 51, 1924) in Ringerlésung mit 3. 10-2 Bicarbonat bei einem 
CO,-Druck von 40mm Hg den scheinbaren respiratorischen Quotienten, 
so ist dieser in Gegenwart von Zucker weit iiber |] infolge der neben der 
Oxydation einherlaufenden aeroben Glykolyse; bestimmt man ihn dagegen 
in Gegenwart von milchsaurem Natrium ohne Zucker, so ist er nur 0,4 —0,85, 
wahrend der wahre respiratorische Quotient 0,9 ist (s. oben Tabelle V1), 
Dieses letztere erklart sich daraus, daB bei dem Verschwinden des milch- 
sauren Natriums das zuriickbleibende Alkali Kohlensaure retiniert, wobei 
in erster Annaherung pro 1 Molekiil umgesetzter Milchsiure 1 Molekiil 
Kohlensiture aus dem Gasraum verschwindet. 
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auch schon in Stickstoff erscheint. Vielleicht entspricht dieses Verhalten 
dem des Lebergewebes in Gegenwart von Asparagin und Alanin!'), 
wo das Amidammoniak des Asparagins in Stickstoff ebensogut wie in 
Sauerstoff abgespalten wird, die Aminogruppe des Alanins dagegen 
weit geringer. In den Sauerstoffversuchen ist gleichzeitig die Atmung 


ld ink eal Ase Celie bance 
remessen und der -Wert und das Verhaltnis _~ berechnet. 
. Co, ' Mol. NH, 

Die Ammoniakmenge ist in y = 10~°g verzeichnet. 


Zusammenfassung. 

In der vorstehenden Arbeit wird die Beeinflussung der Atmung 
und Glykolyse tierischer Gewebe, vor allem Froschriickenmark und 
graue Substanz des Rattengehirns, untersucht im Hinblick auf ihre 
Ubereinstimmung mit dem Kohlehydratumsatz einerseits im Muskel, 
andererseits im Carcinom. 

Die Narcotica hemmen die Glykolyse stets schwacher als die 
Atmung, und zwar tibereinstimmend im Riickenmark, der grauen 
Gehirnsubstanz, dem wachsenden Epithel und Carcinomgewebe.  In- 
folgedessen steigt wegen der Giiltigkeit des ,,Oxydationsquotienten“ 
der Milchsaure die Glykolyse in Sauerstoff bei geeigneter Narcoticum- 
konzentration stark an. Aber auch fiir die Glykolysechemmung gilt 
die Regel der homologen Reihe, und die héchsten Glieder wirken er- 
heblich starker als bei der Stoffwechselhemmung in Gewebsextrakten. 
Umgekehrt wie die Narcotica verhalt sich NaF, das die Glykolyse 
viel starker hemmt als die Atmung. 

Die glykolytische Wirksamkeit der Zucker stimmt ziemlich genau 
mit derjenigen im Carcinom tiberein und unterscheidet sich stark von 
der im Muskel. Glykogen, Fructose und Maltose sind wirkungslos, 
ebenso die Triosen. Neben Glucose bildet nur noch Mannose eine er- 
hebliche Menge Milchséure, in geringerem Grade Hexosephosphorsaure. 
Anders ist die Wirkung der Zucker auf die Atmung. Die AtmungsgréBe 
fallt in Abwesenheit von Zucker in etwa 2 Stunden auf 10 bis 20 Proz. 
des Anfangswertes, wird aber durch Glucose zu 70 bis 90 Proz. aufrecht 
erhalten. Hier la6t sich Glucose durch Fructose vollstandig ersetzen ; 
dies, ebenso wie der respiratorische Quotient 1 in Gegenwart von 
Fructose, zeigt, daB diese von der Rindensubstanz oxydiert wird, ohne 
Milchsaure bilden zu kénnen. 

Wiahrend die Triosen keine Wirkung auf die Atmung besitzen, 
halten Milchsiure und Brenztraubensiiure die Atmung annahernd 


1) Siehe die angefiihrten Arbeiten von O. Meyerhoj, K. Lohmann, 
R. Meier. 
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so gut aufrecht wie Zucker. Auch hier mu} man annehmen, dab diese 
Sauren verbrennen, entweder direkt oder nach Umwandlung in Zucker. 
Dafiir spricht ferner, daB die Ammoniakabspaltung der Gehirnsubstanz, 
die auf Eiweibzersetzung zu beziehen ist, zwar absolut nur unwesentlich 


durch milchsaures Na eingeschrankt wird — etwas starker durch 
’ a ; verschwunden Mol. Sauerstoff 
Zucker — aber das Verhaltnis: 


gebildete Mol. Ammoniak 
in Lactat stark anwachst. Ohne Zusatz betragt es 4,8 bis 8,4, in Zucker 
etwa 35, in Gegenwart von milchsaurem Na 12 bis 20. In Verbindung 
mit dem Verhalten der Fructose ist es wahrscheinlich, dab diese Oxy- 
dation der Milchsiure nach Riickverwandlung in Zucker geschieht, 
wenn auch die direkte Verbrennung der Milchséure sich nicht aus- 
schlieBen laBt. 

















Uber lésliche und unlésliche Salze der Hexose-di-phosphorsiure. 


Von 
Carl Neuberg und Sebastian Sabetay. 


(Aus dem Kaiser Wilhelm-Institut fiir Biochemie in Berlin-Dahlem.) 


Fiir die Versuche tiber die Bildung und Zerlegung der Hexose- 
di-phosphorsaure, die in einer Reihe von Arbeiten aus dem hiesigen 
Institut beschrieben worden sind und die nach verschiedenen Richtungen 
hin fortgesetzt werden sollen, war es wichtig, schnell in den Besitz 
reinen Ausgangsmaterials kommen zu kénnen. 

Als erste kristallisierte Verbindung, in der noch das vollkommen 
unveranderte Molekiil der Hexose-di-phosphorsiure vorhanden ist, 
hatten C.Neuberg und O. Dalmer') das hexose-di-phosphorsaure 
Strychnin erhalten. NSpater ist von G. Embden und M. Zimmermann?) 
noch ein anderes Alkaloidsalz, die Brucinverbindung, dargestellt worden. 
Aus dem kristallisierten und einheitlichen Strychninsalz kann man in 
bekannter Weise anorganische Salze der Hexose-di-phosphorsaure 
bereiten. Allein dieser Weg ist umstandlich. Wir suchten daher nach 
einem Verfahren, um von einem jetzt kauflichen Produkt von hexose- 
di-phosphorsaurem Calcium, dem Candiolin, ausgehend, zu einwand- 
freien Salzen zu gelangen. Das Produkt der Firma Fr. Bayer & Co., 
der wir fiir wiederholte Uherlassungen des Ausgangsmaterials in den 
letzten 3 Jahren zu grobem Danke verpflichtet sind, enthalt neben 
kleinen Mengen von stickstoffhaltiger Substanz*) wechselnde Mengen 
von anorganischen Caleciumphosphat und andere Verunreinigungen. 
Abweichungen von der theoretischen Zusammensetzung sind bei einer 


1) (. Neuberqg und O. Dalmer, diese Zeitschr 131, 188, 1922. 

2) G. Embden und M. Zimmermann. H. 141, 226, 1924. Die Autoren 
beziehen sich in dieser Arbeit auf ein von Neuberg und Dalmer beschriebenes 
Brucinsalz. Dabei handelt es sich jedoch, wie uns Herr Prof. Embden 
mitteilt, um eine Verwechslung, indem jenes im Jahre 1922 von Neuberg 
und Dalmer gewonnene Strychninsalz (siehe oben) gemeint ist. 

3) Val. die Beobachtungen von C. Neuberg, E. Farber, A. Levite und 
E. Schwenk (diese Zeitschr. 83, 260, 1917) an einem anderen kauflichen 


Praparat, dem Glucofos. 
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Handelsware nicht verwunderlich, sie sind aber zu grof, als daB mit 
dem kauflichen Material unmittelbar prazise Untersuchungen aus- 
gefiihrt werden kénnten. 

Die Reinigung von kauflichem hexosephosphorsaurem Calcium 
nehmen wir folgendermaben vor: 

10 g Candiolin werden in 64 ccm 2n HCl unter Zusatz von 50 com 
Wasser in der Kalte gelést. Ohne zu filtrieren fiigt man unter Eiskiihlung 
65 bis 66 ccm 2n NaOH tropfenweise hinzu. Beigemengte Phosphate 
und eventuelle Spuren von hexose-di-phosphorsaurem Calcium fallen 
dabei unléslich aus, von letzterem jedoch nur wenig, da das Hexose- 
di-phosphat in kaltem Wasser Jéslich ist. Man saugt alsdann ab und 
neutralisiert genau mit Salzsiure. Die klare Lésung wird nunmehr 
auf dem Wasserbade bis auf 70° erhitzt, wobei sich das in der Warme 
schwer lésliche Calcium-hexose-di-phosphat in gut filtrierbarer Form 
abscheidet. Dasselbe wird abgesaugt und auf der Nutsche mit heifem 
Wasser ausgewaschen. Das so bereitete Salz besteht aus mikroskopischen 
Kiigelchen. Es ist in kaltem wie warmem Wasser schwer léslich, leicht 
dagegen in Mineralsiuren und auch in Essigsiure oder Milchsaure. 
Wenn eine eisgekiihlte Lésung in verdiinnter Saéure nach gehériger 
Verdiinnung und Neutralisation durch Ammoniak mit Magnesiamixtur 
keine Fallung mehr gibt, ist das Salz rein. Andernfalls muB die be- 
schriebene Prozedur [Lésen in Salzsiure, Zugabe eines kleinen Uber- 
schusses von Natronlauge, Filtration, genaue Neutralisation mit Salz- 
siure und Abscheidung in der Hitze')] wiederholt werden. 

Eine lésliche Modifikation, die fiir viele Zwecke, namentlich fiir 
enzymatische Studien, sehr brauchbar ist, gewinnt man auf folgende 
Art: Das reine hexose-di-phosphorsaure Calcium wird in mdglichst 
wenig verdiinnter Milchsaiure gelést und mit Ammoniak unter Eis- 
kiihlung bis zur deutlichen Alkalinitat auf Lackmus versetzt ; man filtriert 
klar und fallt darauf mit Alkohol. Die amorphe und voluminése Masse 
wird auf der Nutsche mit Alkohol bis zur Entfernung von Ammoniak 
und dem auch in starkem Alkohol leicht léslichem Ammoniumlactat 
gewaschen. Dieses Salz, das durch Absaugen von Weingeist befreit 
wird und nach dem Waschen mit Ather an der Luft getrocknet werden 
kann, lést sich glatt in Eiswasser. Aus dieser Lésung scheidet sich beim 
Erhitzen wiederum die oben erwahnte schwer lésliche und grobkérnige 
Modifikation aus. 

Aus der unléslichen Modifikation des Calciumsalzes kann man das 
lésliche Kaliumsalz dadurch bereiten, daB man eine wasserige Suspension 
mit etwas weniger als der berechneten Menge Di-kaliumoxalat digeriert. 


1) Vol. hierzu die Angaben von A. Harden und W. J. Young, L.. Twanoft 
sowie A. Lebedew. 
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Hierzu ist die Unterstiitzung der Reaktion durch mechanische Schiitt- 
lung erforderlich; das Ende der Umsetzung erkennt man an dem Ver- 
schwinden der Oxalat-ionen. Verdiinnte Lésungen des Kaliumsalzes 
(und analog des Natriumsalzes usw.) kann man _ selbstverstandlich 
auch aus der wasserléslichen Modifikation der Calciumverbindung 
leicht darstellen. 

Das rohe Barinmsalz der Hexose-di-phosphorsiure, das man 
gemaB den Angaben der Literatur — aus phosphathaltigen Zucker- 
lésungen nach der Einwirkung phosphorylierender Hefenpriparate - 
durch Fallung mittels Bariumchlorid oder Bariumacetat gewinnt, labt 
sich ganz ebenso wie das Calciumsalz reinigen und auf die zuvor an- 
gegebene Art ebenfalls in eine lésliche Modifikation iiberfiihren. 

GréBeres Interesse bietet das Magnesiumsalz des He.xose-di-phos- 
phorsdure-esters. Dasselbe ist namlich leicht erhaltlich und viel léslicher 
als die itihrigen Erdalkaliverbindungen. Man gelangt zu dem Magnesium- 
salz, wenn man das reine Calciumsalz in Wasser suspendiert und mit 
der aquivalenten Menge wiisseriger Oxalsiurelésung bis zum Ver- 
schwinden der Oxalat-ionen schiittelt. Nach Filtration vom Calcium- 
oxalat neutralisiert man die freie Hexose-di-phosphorsdure durch 
Schiitteln mit reinem Magnesiumoxyd. Wegen der geringen Léslichkeit 
der Bittererde inWasser') nimmt die Fliissigkeit dabei schwach alkalische 
Reaktion an. Man leitet Kohlensiure ein, filtriert, falls nétig, und gieBt 
in die vierfache Menge absoluten Alkohols. Dabei fallt das Magnesium- 
hexose-di-phosphat als kérnige Masse aus, die sich nach mehrstiindigem 
Stehen ohne jede Schwierigkeit absaugen liBt. Das mit Alkohol aus- 
gewaschene Salz wird in Eiswasser gelést, von einer kleinen Triibung 
(Magnesiumearbonat) abfiltriert und abermals mit Alkohol nieder- 
geschlagen. Die nunmehr erhaltene Substanz ist rein und bildet farblose 
Kérnchen. 

Fiir die Analysen wurde ein lufttrockenes Praparat verwendet. 
das bi 55° im Hochvakuum 27,42 Proz. an Gewicht verlor. Dic 
folgenden Zahlen beziehen sich auf dis wasserfreie Verbindung. 


0.0606 g Substanz geben 0.0348 g¢ Mg,P,O, (als Asche). 


00707 g 2 a 0,0398 g Mg, P, O; (P-Bestimmung). 
0,0722 g = af 0,0434 ¢ Mg, P, O, (Mg-Bestimmung). 
CgH,O.P,.Mg,. Ber.: Asche = 57,90; P 16,14; Mg 12,64 Proz. 

(384,7) Gef.: an 57,43; P = 15,70; Mg = 13,13 _,, 


Die Analysen zeigen, daB das normale Magnesiumsalz vorliegt. 


') Von My(OH), lésen sich 1,5. 10-4 Mo! oder 60,0087 ¢ im Liter 
hei 18°. 
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Die Léslichkeit des wasserfreien Magnesiumsalzes in Wasser ist 
betrachtlich, es lésen sich z. B. glatt 3g in 10 ccm H,0O. 

Die Existenz eines Magnesiumsalzes erwithnt fibrigens bereits 
W.J. Young (Proc. Roy. Soc. London [B] 81, 533, 1909) bei seinen grund. 
legenden Untersuchungen iiber die Hexosenphosphate. Er hat beobachtet, 
daB sich eine Lisung des Natriumsalzes beim Erhitzen mit Magnesium- 
citrat triibt; isoliert und untersucht hat der Autor das Magnesium. 
salz nicht. 

Gleich dem Calcium- und Bariumsalz triibt sich eine wisserige 
Lésung von Magnesiumhexose-di-phosphat in der Siedehitze; doch 
scheidet sich dabei viel weniger festes Salz ab, als bei der Calcium- und 
Bariumverbindung. Durch Zusatz von Chlorammonium, das erfahrungs- 
gemaB mit manchen Magresiumsalzen additionelle Verbindungen bildet, 
kann man Lésungen des Magnesiumsalzes die Faihigkeit nehmen, sich 
in der Siedehitze zu triiben. Die chlorammoniumhaltigen Fliissigkeiten 
bleiben selbst in der Wirme vollkommen klar. Man kann die gleiche 
Erscheinung auch bei dem Kalksalz konstatieren, indem hier Chlor- 
ammonium ebenfalls die Abscheidbarkeit in der Warme aufhebt. 

Vermutlich wird sich das Magnesiumsalz gut zu physiologischen 
Versuchen eignen, da es einerseits léslicher als die Calciumverbindungen 
ist, andererseits auch nicht die Zersetzlichkeit der hexose-di-phosphor- 
sauren Alkalien aufweist. Abhnliches gilt fiir die Magnesiumsalze ver- 
schiedener Phosphorsaureester. 


Anhangsweise berichten wir tiber folgendes Experiment. 

Das reine Calciumsalz kann zu Versuchen iiber die Acetylierung des 
Hexose-di-phosphats dienen. UhergieSt man ein Gemenge von 5g des 
Kalksalzes und 2,5g wasserfreien Natriumacetats mit 30¢ Essigsiure- 
anhydrid, so erfolgt bei schwachem Anwirmen auf freier Flamme eine heftige 
Reaktion, bei der alles in Lésung geht. Nach dem Verdiinnen mit Wasser 
scheidet sich die Acetylverbindung nicht ab, da sie vermutlich wegen 
Anwesenheit der Phosphorsiure-reste leicht léslich ist. In fester Form 
erhalt man das Acetat, wenn man das Acetylierungsprodukt mit Benzol 
versetzt. Dabei fiillt das essigsaure Natrium aus, das nach liingerem Stehen 
abgesaugt werden karn; im Benzol bleibt die Acetylverbindurg, die auf 
Zugabe von Petrolither in Flocken niedergeschlagen wird. Da sie bisher 
nicht oder nur in ganz kleinen Mengen kristallinisch gewonnen worden ist, 
so haben wir die Untersuchung der Substanz noch nicht zu Ende gefiilrt 











Uber Apozymase und Cozymase. 
Zur Lehre von der Phosphorylierung. 


Von 
(. Neuberg und A. Gottschalk. 


(Aus dem Kaiser Wilhelm-Institut fiir Biochemie in Berlin-Dahlem.) 


1. 

Seitdem A. Wrdblewski') sowie FE. und H. Buchner nebst M. Hahn?) 
die stimulierende Wirkung von Alkaliphosphaten beim Garungsproze} 
beobachtet hatten, ist der EinfluB von phosphorsauren Salzen auf den 
Ablauf der alkoholischen Zuckerspaltung dauernd Gegenstand der 
Forschung geblieben. Einerseits haben A. Harden und W..J. Young*) 
sowie L. Iwanoff*) gerade vor 2 Dezennien die Feststellung gemacht, 
daB es unter Mitwirkung der Hefe zur Bildung von Zucker-phosphor- 
siureestern, hauptsachlich von Hexose-di-phosphorsaure, kommen kann. 
Andererseits ist von C. Neuberg mit E. Farber, J. Hirsch, E. Reinfurth 
und W.Ursum 10 Jahre spiter gezeigt worden®), daB hinreichende 
Mengen alkalisch reagierender Phosphate den Eintritt der dritten 
Vergirungsform, die Zerlegung des Zuckers in Essigsiure, Weingeist, 
Kohlendioxyd und Glycerin, auslésen. Dieser Vorgang erscheint ge- 
niigend durch die Erfahrung geklart, dab die Aldehydmutase der Hefe 
im alkalischen Milieu stark begiinstigt ist; indem sie das Géarungs- 
zwischenprodukt Acetaldehyd zur Dismutation bringt, geht der labile 
Garungswasserstoff seines natiirlichen Akzeptors verlustig und wird 
zu anderweitiger Betitigung, zur reduktiven Produktion von Glycerin 
veranlaBt. Hinsichtlich der Phosphorylierung blieb die Einsicht in 
die Bedingungen unbefriedigend, unter denen diese Esterbildung 
erfolgt. So wissen wir nicht, warum frische Hefen gar nicht oder nur 


1) A. Wrdblewski, Journ. f. prakt. Chem, [IT] 64, 1, 1901. 

*) BE. und H. Buchner sowie M. Hahn, Zymasegirung 1903, 140. 

3) A. Harden und W.J. Young, Proc. Chem, Soc, 21, 189, 1905. 

*) L. Iwanoff, Trav. de la Soc. des Natural. Petersburg, 34, 1905. 

5) C. Neuberg und E. Farber, diese Zeitschr. 78, 238, 1916; C. Neuberq 
und J. Hirsch, ebendaselbst 100, 304, 1919; C. Neuberg, J. Hirsch und 
E. Reinjurth, ebendaselbst 105, 307, 1920; C. Neuberg und W. Ursum, 
ebendaselbst 110, 193, 1920. 
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spurenweise, nach Zusatz von Toluol oft mehr, zugefiigtes Phosphat 

an Kohlenhydrate binden; unbekannt ist ferner, aus welchen Griinden 

Trockenpraparate und Mazerationssafte von untergarigen Rassen 

praktisch quantitativ phosphorylieren, wahrend Dauerpraparate von 

Oberhefen hierzu nicht oder nur in maBigem Umfange befaihigt sind*). 
2. 

Fiir die Aufhellung der Verhaltnisse bot uns die Beobachtung einen 
Hinweis, daB die Aceton-Prdparate der von uns gepriiften deutschen 
und tschechischen Oberhefen (Germaniahefe, Oberhefe My, Ober- 
hefe S & H) zugefiigten Zucker nicht oder nur schwach zu _ ver- 
giiren vermochten, aus Brenztraubensaure jedoch schnell und glatt 
Kohlendioxyd hervorgehen lieben. Sie verhielten sich also ebenso wie 
der friiher von C. Newberg und L. Czapski*) untersuchte Saft obergiriger 
Hefen. Da die carboxylatische Spaltung der Brenztraubensaure nicht 
an die Anwesenheit von Coferment gekniipft ist*), lag die Vermutung 
nicht fern, daB die Unvergiirbarkeit des Zuckers durch Aceton-Ober- 
hefen auf Mangel an disponiblem Coferment zu bezichen sei. In der 
Tat gelang es uns, durch Zusatz von Kochsaft aus untergariger Hefe, 
der diesen Zymaseteil in reichlicher Menge enthalt, dem Aceton pra parat 
aus Oberhefe ein gutes Vergarungsvermégen fiir Zucker zu_verleihen. 
Selbst eine 4 Jahre lang im Institut aufbewahrt gewesene Aceton- 
Trockenhefe aus der deutschen obergirigen Rasse M konnte durch 
Beigabe von Kochsaft zur schnellen alkoholischen Zuckerspaltung 
instand gesetzt werden. (Siehe Tabelle 1.) 

Eine konzentrierte Cozymaselésung erhilt man _ folgendermaben: 
200 g frische Unterhefe werden mit 100 cem Wasser verriihrt und auf dem 
Wasserbade bis auf 80° erwirmt. Dann kocht man auf dem Babo- 
blech auf und verwendet die unter Abkihlung filtrierte Fliissigkeit. 

DaB es sich bei der von uns regelmabig erzielten Auffrischung 
einer solchen garunwirksamen Aceton-Oberhefe durch Kochsaft um eine 
Cofermentwirkung handelt, nicht aber um den Effekt der im Kochsaft 
auBerdem noch enthaltenen Garungsaktivatoren (Biokatalysatoren) 
geht aus dem letzten Versuch der Tabelle I hervor. In diesem Falle 
war zu der Aceton-Oberhefe nicht der auf iibliche Weise durch kurzes 
Erhitzen auf 100° erhaltene Kochsaft gefiigt worden, sondern ein nach 
der Vorschrift von H.Haehn und UH. Schifferdecker*) hergestellter 


1) Siehe hierzu C. Newberg, E.Fdrber, A. Lewite und E. Schwenk, 
diese Zeitschr. 838, 244, 1917; H.v. Euler, ebendaselbst 86, 339, 1918; 
C. Neuberg, ebendaselbst 108, 320, 1920. 

2) C. Neuberg und L. Czapski, ebendaselbst 67, 9, 1914. 

3) C, Neuberg und P. Rosenthal, ebendaselbst 51, 128, 1913; 61, 171, 
1914; SS, 202, 1918: A. Harden, Biochem. Journ. 11, 64, 1917. . 

*) H. Haehn und H. Schifferdecker, diese Zeitschr. 188, 219, 1923 
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sogenannter Schutzsaft; derselbe ist durch Sstiindiges Kochen am 
tiickfluBkiibler von Cozymase befreit. Mit diesem Safte konnte keine 
Komplettierung bewirkt werden. 

Tabelle I. 


Ansitze: 1,0g Aceton-Oberhefe, 10,0ccem Fliissigkeit, €.2¢ Fructose, 
2.0cem Toluol, Temperatur 34°. 





Acetons Suspensions: com CO, nach Minuten bzw. Stunden 
seneauaiaats Casighete 3 40" 50’ 60’ 90 «2h «3h. 4h) Sh (Oh 24h 
Me. are eos Wasser 0;/0;0';0';0,;0;0'0/10:0);0 
My ‘a Kochsaft aus 
Unterhefe 214063 82133178 23,.928.0 318 — 556 
Germania , Wasser 00 0 0 0 0 0 0 0 0 0 
Germania , Kochsaft aus 
Unterhefe 18426,7 9.1 — 18,7 26,0 31,2 339 — 57,1 
i? a Wasser — —— 14 — 41 — 62 69 — 108 
B@e. ..« Kochsaft aus 
Unterhefe — 46 — 7.3 9.713.6 208 244 292 32.1 503 
Rasse M.. . Wasser — —— 27— 66 — 92 — 105 144 


(1920) 
Rasse M.. . Kochsaft aus 


(1920) Unterhefe 8.9 — — 13,3 16:7 19,1 22.6 24.4 27,5 30,9 52,6 
ae ee Wasser o'oi0'01/0\/0/'0/1:0/10;0/0 
My ... ..  Schutzsaft aus 

Unterhefe 000 0.0 0 0 0 0 0 oO 


Auch F. Hayduck und H. Haehn') haben bei Acetonpraparaten 
der von ihnen nach dem Liiftungsverfahren gewonnenen Spiritushefe 
geringe oder iiberhaupt keine Garkraft festgestellt. Bei dem unter 
diesen Bedingungen erhaltenen Material war freilich das mangelhafte 
Garvermégen nach Angabe der Autoren auf Armut oder EinbuBe an 
freier Zymase zuriickzufiihren. Auf eine Zugabe von Kochsaft erreichte 
nimlich die Kohlendioxydproduktion der aus diesem Material be- 
reiteten Acetonhefe innerhalb 24 Stunden héchstens 14 Proz. der in 
der Kontrolle (mit frischer Hefe gleicher Ziichtung) entwickelten 
Menge von CO, und betrug in diesen Fallen nach 3 Tagen nicht mehr 
als 10 Proz. der theoretisch méglichen Ausbeute. 

3. 

Unsere Aceton-Priparate aus Oberhefen*), die Zucker nicht zu 

vergaren vermochten, waren auch unfihig, zugefiigtes Phosphat an 


') F. Hayduck und H. Haehn, diese Zeitschr, 128, 574, 1922. 

2) Wir benutzen die Gelegenheit, Herrn Dr. Albert v. May, Direktor 
der Hatscheiner Zucker-, Spiritus- und PreBhefefabrik, ferner der Spiritus- 
und PreBhefefabriks-A.-G. Olmiitz unseren verbindlichsten Dank fiir die 
Belieferung mit den benétigten Hefen auszusprechen. 
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Kohlenhydrat zu binden. (Siehe Tabelle Il.) Nur die Acetonhefe S 
und H phosphorylierte in maBigem Umfange, wie sie auch schwache 
Garkraft aufwies. Durch den Kunstgriff der Cofermentbeigabe gelang 
es aber regelmaBig und sicher, obergiirige Rassen zu einer fast voll- 
stiindigen, d. h. 90 bis 95proz., Phosphorylierung zu zwingen. 


Tabelle 11. 


Arsiitze: 3,74 ¢ KH,PO,, 2,1 g NaHC O,, 18,0 g¢ Fructose, 85.0 com Wasser 
bzw. Kochsaft aus Unterhefe, 15,0g¢ Acetor-Oberhefe, 3,0 cem To'uol. 


Temperatur 37°. 





sat: t Wasee neat uit Kochaaft 
Zeitpunkt der Entnahme — = seta — somes 
Acetons In 5ceom Garansatz g In 5cem Garansatz g 
zur Phosphorsaure- 
Oberhete 
bestimmung Mg. P.O; PO; Mg» PO; P.O 
rer Versuchsbeginn 01462 0.0933 0.1618 0.1032 
nach 3! , Stunden 0.1386 0.0884 0.0172 0.0109 
Germania . Versuchsbeginn 0.1482 0.0945 0.1612 0.1028 
nach 3!, Stunden 0.1410 0,0899 0,0496 0.0316 
4! 4 * 0.1417 0.0904 0.0104 0.0066 
) 2 oa Versuchsbeginn 0.1676 0.1069 0.1720 0.1097 
nach 2 Stunden 0.1290 0.0823 _ -— 
Wis «os 0.1228 0.0783 0.0092 0.0058 
4. 
Umgekehrt laBt sich — als einfacher Demonstrationsversuch — 


zeigen, dab Acetonprdparate von Unterhefen, die phosphorsaure Salze 
der zuckerhaltigen Suspensionsfliissigkeit innerhalb 2 bis 3 Stunden, 
manchmal noch rascher, quantitativ in organische Bindung iiberfiihren, 
durch Auswaschen des Coferments das Phosphorylierungsvermégen 
verlieren. Solche Versuche waren, soweit wir sehen, bisher nur mit 
Trockenhefe vorgenommen. (Siehe Tabelle III.) 

Das Auswaschen gestalten wir einfach und wirksam durch folgende 
MaBnahmen: 

1 Teil der Aceton- oder Trockenhefe wird in 20 Teile Leitungs- 
wasser eingetragen. Man riihrt dann 40 Minuten mittels einer Turbine. 
Erfolgt diese Prozedur in einem geeigneten Zentrifugenbecher, so kann 
man durch Ausschleudern im gleichen Gefal die Cozymase von der 
Restzymase trennen. Der ausgelaugte Hefensatz wird — immer im 
selben Behalter — von neuem mit Wasser aufgeschwemmt, damit 
mechanisch durehgeriihrt und wieder abzentrifugiert. Die gleiche 


Behandlung wird viermal wiederholt. 

Durch Cofermentbeigabe kann man also nicht phosphorylierenden 
Aceton-Oberhefen gleichsam die Eigenschaften gut veresternder Aceton- 
Unterhefen verleihen, und letztere vermag man durch Entziehung der 
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Cozymase hinsichtlich ihres Phosphorylierungsvermégens Oberhefen 
aiuBerlich gleich zu machen. 

Tabelle 111. 
Ansitze: 3,74¢ KH,PO,+ 2,lg NaHCO,, 18,0g Fructose, 85,0 cem 


Wasser, 15,0 ¢ Aceton-Unterhefe bzw. ausgewaschene Aceton-Unterhefe, 
3.0 cem Toluol. Temperatur 37°. 








‘ Ansatz mit gewohnlicher Ansatz mit ausgew. 
Acetone Zeitpunkt der Entnahme Aceton-Unterhefe AcetonsUnterhefe 
zur Phosphorsaure- In 5 com Garansatz g In 5cem Garansatz g 
U nterhete 
bestimmung 
Mg. P, O; P.O; Mg» P2 O; P,O; 
Patzenhofer Versuchsbeginn 0.1494 0,0953 0,1460 0,0931 
nach 2°, Stunden = 0,0128 0.0081 ~— ee 
»o whe s kein 0,0000 0.1422 0,0907 
Niederschlag 
Radeberg Versuchsbeginn 0.1439 0.0918 0.1315 0.0839 
nach 2 Stunden 0.0126 0.0080 01310 00836 
_ +2. e _ kein 0.0000 0.1420 0.0906 
Niederschlag 
Patzenhofer Versuchsbeginn 0.1455 0,0928 0.1275 0.0813 
nach 1 Stunde O1316 0,0839 — 
2 Stunden 0,0058 0,0037 0,1298 0,0828 
. i Ste 0.0000 0.1370 0.0874 
ai ks | Niederschlag 0.0000 0.1372 0.0875 


Durch die mitgeteilten Beobachtungen werden die in die Er- 
scheinung tretenden Eigentiimlichkeiten der Aceton-Prdparate dir 
von uns gepriiften Oberhefen auf ein Manko an_ verwendungs- 
bereitem Coferment zuriickgefiihrt. Gleichzeitig erbringen die Ver- 
suche an neuem Material den Beweis dafiir, daB die Phosphorylierung 
bzw. die sie einleitende Umwandlung des Zuckermolekiils, an die 
Anwesenheit von Coferment gebunden ist. Diese Ergebnisse!) stehen 
in Ubereinstimmung mit einer kiirzlich von H. v. Euler und K. M yrbdck?) 
gemachten Angabe, aus der man ableiten kann, daB die ausgewaschene 
Trockenhefe untergdriger Rasse gar nicht phosphorylierte*). 

5. 

Ganz anders liegen die Verhaltnisse bei Trockenpréparaten 
von Oberhefen. (Siehe Tabelle IV.) Wiahrend untergirige Trockenhefen 
zugefiigtes Phosphat vollstindig mit anwesendem Zucker zum Ester 


') A. Gottschalk und C. Neuberg, diese Zeitschr. 154, 492, 1924. 

*) H.v. Euler und K. Myrbdck, H. 189, 15, 1924. 

3) Die Erscheinung, da ein solches Material bei steigendem Zusatz 
von Cozymase in zunehmendem MaBe verestert, sei als Euler-Effekt be- 
zeichnet. Wir befiirworten die Anregung von Euler und M yrbdck (|. c.), statt 
..Coferment des Giarungsenzyms* kurz Cozymase zu sagen. Die durch 
Dialyse, Ultrafiltration oder Extraktion von Cozymase befreiten Zymase- 
priiparate seien Apozymase benannt. Cozymase plus Apozymase bilden 
zusammen die komplexe gdrtiichtige Zymase. 
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zusammenschlieBben, phosphorylierten unsere Oherhefen im getrockneten 
Zustande nur etwa zu 10 bis 20 Proz. Auch durch Zugabe von Cofermert 
(Kochsaft) lieB sich keine nennenswerte Anderung erzielen. 
Tabelle 1V. 
Ansiitze: 3,74 ¢ KH, PO,, 2,1 g NaHC O,, 18,02 Fructose, 85,0 cem Wasser 
bzw. Kochsaft aus Unterhefe, 15,0 ¢ obergirige Trockenhefe, 3,0 cem Toluol. 
Temperatur 37°. 





Obergarige Zeitpunkt der Entnahme g P20; g POs 
, eed anil Ansatz mit Wasser Ansat: mit hochsaft 
Trockenbete = zur Phosphorsaurebestimmung — (jn 5 ccm Giiransatz) (in 5 com Garansatz) 
ae 6 5% % Versuchsbeginn 0.1062 — 
nach 3 Stunden 0.0955 — 
#/. 0,0979 — 
_i 2 jae Versuchsbeginn 01097 — 
nach 3! , Stunden 0.0804 — 
o, , 0.0832 iin 
Germania . Versuchsbeginn 0.0961 01320 
nach 2! , Stunden 0.0787 O1311 
» Wh - O.0774 0.1096 
eee Versuchsbeginn 0.1048 0.1247 
nach 3 Stunden 0.0846 0.1025 
, 5b 2 0.0843 0 1002 


6. 

Dieses Ergebnis war zuniachst tiberraschend, wenn man an der 
durch unsere Beobachtungen gestiitzten Annahme festhalten wollte, 
daB hinreichende Mengen von Cozymase ganz allgemein Phosphory- 
lierung durch Trockenhefe erméglichten. Weitere Untersuchungen 
fiihrten zur Klarung dieser Verhaltnisse und zu einer genaueren Prizi- 
sierung der am ProzefS der Zucker-Veresterung beteiligten Agentien. 


Ansatz I, 

a) 20g untergdrige Trockenhefe (SchultheiB-Patzenhofer) wurden 
in 120cem 20proz. Rohrzuckerlésung eingeriihrt und 31, Stunden 
bei 20° damit digeriert. Daraufhin wurde die zu dieser Zeit leb- 
hafte Garung durch Abkiihlung des Ansatzes auf 0° tunlichst ab- 
geschwacht, das Giargut scharf zentrifugiert und die iiberstehende 
Fliissigkeit zur méglichsten Befreiung von anwesenden Zellen filtriert. 
Brachte man nunmehr l5ccem dieses zellfreien Saftes unter Zugahe 
von leem Toluol — diese Menge darf als hinreichend gelten, um eine 
Zelltatigkeit auszuschlieBen — in ein Garréhrchen, so setzte bei 34° eine 
deutlich wahrnehmbare und gleichmaBig fortschreitende Garung ein. 

Diese durch die Gartiichtigkeit des Saftes nachgewiesene Zymase 
kann nur aus abgetéteten Zellen des Trockenpraparats ausgetreten 
sein; denn lebende Hefezellen geben keine zymatischen Fermente an 


die Suspensionslésung ab. 
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b) 20g obergdrige Trockenhefe (My) wurden in 120 cem 20proz. 
tohrzuckerlésung suspendiert; des weiteren verfuhren wir auf gleiche 
Art wie bei Ansatz a). Der gewonnene Saft wurde zu drei Proben benutzt: 


a) locem Saft + Leem Toluol im Garréhrchen bei 37°; 
B) l5cem Saft + 0,5 g Fruktose + leem Toluol im Garréhrehen 
. bei 37°; 


y) 10cem Saft + 5cem Kochsaft von Unterhefe -+- 1 cem Toluol 

im Garréhrchen bei 37°. 

In allen drei Ansiitzen war keine Garung nachweisbar, selbst nicht 
nach 24 Stunden. Da weder Kohlenhydrat-Mangel noch Cozymase- 
Armut hierfiir verantwortlich gemacht werden kann (vgl. 6 und y), 
so muB auf ungeniigende Abgabe von Gesamtzymase bzw. von Apo- 
zymase seitens der Trocken-Oberhefe an die AuBenfliissigkeit geschlossen 
werden. 

Ansatz 1]. 

a) 50g Trockenhefe (My), 150 cem Wasser, 2! Stunden bei 37°, 
Filtration. Filtrat = Mazerationssaft M (py = 6,2). 

a) locem Saft M + 1,25 ¢ Glukose + 1,5cem Toluol im Giar- 
réhrchen bei 37°. Gart nicht. 

B) 10cem Saft M +- 5cem Kochsaft aus Unterhefe + 1,25 ¢ 
Glukose +- 1,5cem Toluol im Garréhrchen bei 37°. Gart 
schwach. 

b) 50g Trockenhefe (Germania), 150cem Wasser, 2'4 Stunden 
bei 37°. Filtration. Filtrat — Mazerationssaft G (py = 6,0). 

a) locem Saft G + 1,25 ¢ Glukose + 1,5ccem Toluol im Giar- 
rohrehen bei 37°. Gart sehr schwach; 

8) 10cem Saft G+ 5cem Kochsaft aus Unterhefe + 1,25 ¢ 
Glukose + 1,5cem Toluol im Garréhrechen bei 37°. Girt 
schwach., 

Es gelang demnach nicht, aus Trockenprdparaten der Oberhefen My 
und Germania gut wirksame Mazerationssafte zu bereiten. Auch Zugabe 
von Kochsaft anderte hieran wenig. Die Versuchsergebnisse weisen 
darauf hin, daB sich aus den Trocken-Oberhefen My und Germania 
Apozymase bzw. Zymase nicht oder nur in sehr beschranktem Umtange 
extrahieren laBt. Etwas abweichend verhielt sich die Trocken-Ober- 
hefe S & H. Sie lieferte Mazerationssifte von wechselnder Wirksam- 
keit; stets aber blieb die Garkraft derselben erheblich hinter derjenigen 
von typischen Mazerationssiiften aus untergarigen Arten zuriick. 

Es existieren nach Rasse und Ziichtungsbedingungen Unterschiede 
bei den Oberhefen hinsichtlich des Verhaltens von Apo- und Cozymase. 
Manche Sorten stellen Ubergangsformen zwischen Ober- und Unter- 
hefen dar, ohne daB sich dieses in morphologischen Kennzeichen aus- 
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pragt. Zumeist zeigt aber obergarige PreBhefe ein biochemisches Ver- 
halten, wie es in dieser Mitteilung beschrieben wird. 

Im Zusammenhange mit diesen Untersuchungen haben wir mittels 
der Methylenblaumethode festgestellt, daB unsere Trocken-Unterhefen 
nur etwa 10 Proz. lebensfahige Zellen enthielten, wahrend die von uns 
verwendeten Oberhefen im Trockenzustande einen 20- bis 45 proz. Gehalt 
an lebenden Zellen aufwiesen. Wenn auch die Methylenblaumethode 
keine absolut genauen Zahlen gibt, da sich z. B. kranke oder absterbende 
Hefezellen, die keine Fortpflanzungsfahigkeit mehr besitzen, nicht 
farben, so leistet sie doch nach W. Hennebergs') Ansicht bei sorgfaltiger 
Technik gute Dienste zur Orientierung. Uber ein exakteres und ein- 
facheres Verfahren verfiigen wir zurzeit nicht. 


te 

Durch diese Ermittlungen ist dargetan, dab obergarige Trocken- 
hefen nur in sehr beschranktem Umfange Zymase sowig Apozymase in 
die Suspensionsfliissigkeit entlassen. Hierfiir kénnen verschiedene 
Griinde geltend gemacht werden. Hayduck und Haehn haben (I. c.) 
auf die Zymasearmut von Oberhefen hingewiesen; Spiritushefen (Ober- 
hefen) werden im Gegensatz zu untergiriger Bierhefe unter Liiftung 
auf Zellenvermehrung hin geziichtet*). Hierdurch ist nach den Autoren 
die Hefe gezwungen, aus den Nihrstoffen in erster Linie Plasma fiir die 
Fortpflanzung zu bilden; Zymase soll nur so viel entstehen, wie gerade 
zur Erhaltung notwendig ist. H. Sobotka*) zieht Fortfall eines zymase- 
loslésenden Apparats im Sinne R. Willstdtters in Eewagung.  Sicher- 
gestellt ist ferner der hohe Gehalt unserer Trocken-Oberhefen an lebens- 
fahigen Zellen, und schlieBlich hat man sich der sehr festen Zellgrenz- 
schicht der Oberhefen zu erinnern. Das auch in Gegenwart von Toluol 
geringfiigige Phosphorylierungsvermégen der T'rocken-Oberhefen \aBt 
sich auf Grund der obigen Beobachtungen durch die Abwesenheit von 
Zymase bzw. Apozymase in der umgebenden Fliissigkeit erkliren; Zu- 
gabe von Cozymase bewirkt in diesem Falle keine Steigerung der 
Phosphatbindung. Das besagt, daB zur Kohlenhydrat-Veresterung 
auBer der Cozymase noch ein anderer Teil der Restzymase (Apozymase) 
erforderlich ist. In den Acetonpradparaten der Oberhefen, die nur ab- 
getotete Zellen enthalten, ist dieser Zymasebestandtei] in ausreichendem 
MaBe vorhanden; es fehlt lediglich an Cozymase. In der Suspensions- 


') W. Henneberag, Garungsbakterio!. Praktikum. Berlin 1909. 

2) Hingegen wachsen z. B. die englischen Oberhefen bei der Bierbereitung 
wie untergirige Rassen unter ,,LuftabschluB“ heran; so erkliren sich die 
Unterschiede zwischen deutschen und englischen Oberhefen, welch letztere 
in den hier in Betracht kommenden Eigenschaften deutschen untergirigen 


Rassen nahestehen. 


3) H. Sobotka, H. 184, 1, 1924. 
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pad ee 


fliissigkeit von frischen Hefezellen herrscht Mangel an beiden Zymase- 
komponenten (keine nachweisbare Phosphorylierung). In der um- 
gebenden Fliissigkeit von Trocken-Oberhefen sind sie nur in sehr be- 
schranktem Umfange enthalten (maBige Phosphorylierung). Uberall, 
wo Toluol hinzugefiigt ist, kommt noch in Betracht, daB dieses Proto- 
plasmagift die Plasmolyse begiinstigt. 


Tabelle V. 
Ansiitze: 1,0 ¢ Trocken-Oberhefe, 10,0 ccm Wasser, 0,2 ¢ Fructose, 2,0 cem 
Toluol, Temperatur 34°. 





com CO, nach Minuten bzw. Stunden 


Trockens : 
as Art der Vorbehandlun 
Oberhete . 30'' 40’ 50’ 60’ 90’ )~|§=« «62h lo3h |) 64h) OS | 24h 
Germania normal 7.9 — — 16.1 — 249 29.6 344 — 423 
- 6 mal ausgewaschen — — — 11,5 15,1 19,7 24,8 29,0 33.4 43,2 
i a normal 9.0 — —/18,.7| — |36.8 45,1,47,.5| — 496 
Mv... 6mal ausgewaschen — — — 16,9 22,7 28,9 34,8 404 46,2 52.5 
S.& H.. normal 8.5 — —/ 16,2 23.6 29.4 361 — — 54,7 
S.&H.. 6mal ausgewaschen 2,09 — — 8,2 12,4 15,8 19,2 - — 34,1 
S.&H.. 10. - 3.2 — — 8,7 12.5 163 200 — — 368 


s. 

In guter Ubereinstimmung mit unseren bisherigen Befunden an 
Trocken pra paraten von Oberhefen und den gezogenen SchluBfolgerungen 
stehen die Ergebnisse der nachfolgenden Auswaschversuche an dem 
gleichen Material. (Siehe Tabelle V.) Wiahrend sich, wie A. Harden’) 
gezeigt hat, aus getrockneter Unterhefe [sowie aus englischer Aceton- 
Oberhefe*)] das Coferment durch wiederholtes Wassern unschwer 
extrahieren und die Hefe hierdurch inaktivieren laBt, gelingt es im 
allgemeinen nicht, durch noch so intensives Auswaschen deutsche 
Oberhefen im Trockenzustande ihrer Cozymase zu berauben und sie 
so garunwirksam zu machen. Selbst zehnmal ausgewaschene Trocken- 
Oberhefe gor kriftig. 

Im Einklange mit dieser Erfahrung ist es nicht méglich, durch Zu- 
fiigen des eingeengten Waschwassers von Trocken-Oberhefe eine extra- 
hierte und so girunwirtksam gemachte Aceton-Unterhefe zu aktivieren. 
Wohl regeneriert Kochsaft von frischer Oberhefe sowie aufgekochte 
frische Oberhefe (als unfiltrierte Suspension) die durch Auslaugen 
inaktivierten Unterhefen-priparate. Hierdurch ist erwiesen, dal 
Oberbefen ein auf Unterhefen abgestimmtes Coferment enthalten. 
(Siehe Tabelle VT.) 


1) A. Harden, Chem. Centralb]. 1918, II, 1888; 1917, IT, 239. 
2) Diese hat den Charakter der deutschen Unterhefen; vgl. die vor- 
aufgehende Anm., 2 auf 8. 251 dieser Mitteilung. 
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Tabelle V1. 
Ansiitze: 10g ausgewaschene Aceton-Unterhefe, 10,0 cem Fliissizkeit, 
0.2 g¢ Fructose, 15cem Toluol. Temperatur 34°. 





com CQO, nach Min. bzw. Stdn 


Hefenpraparat Suspensionsflussigkeit 
» 2h 4h 15h 18h) = 24h 


Ausgewaschene 


Acetonunterhefe Wasser 0 0 0 0 0 O07 
ebenso Bei 35° eingeengtes 
Waschwasser von unter- 
gariger Trockenhefe 16.7'4225 — — /§ 518 
ebenso Bei 35° eingeengtes 
Waschwasser von ober- 
giriger Trockenhefe 0 0 0 i¢| — | 3) 
ebenso Kochsaft von frischer 
Unterhefe _ — 49 — 532 — 
ebenso Kochsaft von frischer 
Oberhefe — — 422/ — W5 — 
ebenso Aufgekochte frische 
Oberhefe unfiltriert, ver- 
diinnt mit Wasser 11:3 — — 386 — 487 — 
9. 


Somit ergibt sich fiir das Phosphorylierungsvermégen der ver- 
schiedenen Hefenarten und -priparate folgendes: 

1. Frische Hefen, gleich welcher Art, phosphorylieren zumeist 
nicht oder nur spurenweise. Zusatz eines Zellgiftes wie Toluol steigert 
die Veresterungsfahigkeit. 

2. Trockenpriparate von untergiarigen Hefen kénnen zugefiigtes 
Phosphat quantitativ in organische Bindung mit anwesenden Kohlen- 
hydraten tiberfiihren. Durch Wasserextraktion biiben die typischen 
Trocken-Unterhefen ganzlich die Kraft zur Phosphorylierung ein. Zu- 
gabe von Cozymase (Kochsaft) stellt jene in Verlust gegangene Eigen- 
schaft wieder her. 

3. Trockenpraparate von obergirigen Rassen verestern den Zucker 
nur in maéBigem Umfange (Mangel an extrahierbarer Zymase bzw. aus- 
tretender Apozymase). Zufuhr von Cozymase tibt keinen EinfluB aus. 

4. Aceton-Dauerpraparate von Unterhefen sind imstande, zu- 
gegebenes Phosphat vollstaindig mit anwesendem Kohlenhydrat zu 
vereinigen. Auslaugung mit Wasser erniedrigt diese Fahigkeit auf Null. 

5. Aceton-Dauerpriparate von Oberhefen phosphorylieren fiir 
sich nicht oder schwach. Durch Beimischung von Kochsaft gelingt es, 
eine praktisch fast quantitative Veresterung des Zuckers zu erzwingen. 

Das obige Tatsachenmaterial berechtigt zu dem Schlusse, daB die 


Phosphorylierung an die Gegenwart von Cozymase und eines weiteren, 
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vorab nicht naher definierten Zymasebestandteiles!) gekmiipft ist. Ferner- 
hin gestatten die nunmehr vorliegenden Beobachtungen, scharfer als dies 
bisher geschehen ist, zwischen einer provozierbaren und ciner natiirlichen, 
sich intermediar abspielenden Phosphorylierung zu unterscheiden!). 

Die sichthare Beladung mit Phosphorsdure volizieht sich unter dem 
EinfluB von Aceton-Dauerhefe, von Trockenhefe, von Hefenpref- 
und Mazerationssaft wie auch von frischer Hefe in Gegenwart eines 
Zellgiftes (Toluol oder Carbolsiure) in der Suspensionsfliissigkeit in 
quantitativem oder nahezu vollem Ausmabe dann, wenn Zucker, 
Phosphat, Cozymase und Apozymase bzw. Gesamtzymase in geniigend 
innige Beriihrung treten, wie dies der cine von uns bereits friiher 
formuliert?) hat. Eine Ansammlung von Zymophosphat findet also nur 
mit besonders hergerichteten Hefezubereitungen und bei Darbietung 
abnormer Mengen phosphorsaurer Salze sowie bei Herstellung eines 
Mediums statt, dessen py (= 6.4) mit dem Reaktionsoptimum der 
Phosphatese*®) tibereinstimmt. Da mit lebenden frischen Hefen, die 
normalerweise bei ausgesprochen saurer Reaktion wirken, kaum eine 
Anreicherung von Hexose-di-phosphat im Gargut erfolgt, so mu man 
annehmen, daB die Phosphorylierung, wenn sie mit dem Garakt unlésbar 
verkniipft ist, sich intrazellular abspielt, indem im Zellinnern vor- 
handene Phosphat-ionen auch ohne besonderen Zusatz eines phosphor- 
sauren Salzes in den Garungsvorgang einbezogen und in entsprechendem 
Mabe wieder frei werden. Somit ist die extrazelluldre Anhdufung von 
Zucker-phosphorsiureester von C. Neuberg und seinen Mitarbeitern*) 
nicht ohne Recht als ein unphysiologischer ProzeB bezeichnet, und 
zwar in dem Sinne, daB hier offenbar eine Wirkung entfesselter Enzym- 
krafte auBerhalb der gewéhnlichen Koordination bei Anwesenheit 
unnatiirlicher Quantitaéten phosphorsaurer Salze zur Geltung kommt. 

10. 

Auch die tierische Zelle verfiigt iiber ein Coferment. O. Meyerho/®) 
hat gezeigt, daB sich die Garung eines Hefemazerationssaftes, dessen 

') DaB Cozymace allein die Veresterung von Hexosen mit zugegebenem 
Phosphat nicht ohne weiteres zu vollbringen vermag, geht aus folgendem 
Befurde hervor. Lést man Fruchtzucker in der entsprechenden Menge ar - 
organischer Phosphatmischung auf und gibt reichlich Cozymase plus Toluol 
hinzu, so ist selbst nach Wochen keine Abnahme der durch Magnesiamixtur 
fallbaren Phosphationen zu konstatieren (Temperatur 34°). Vgl. hierzu die 
Versuche von C. Neuberg und M. Kobel, diese Zeitschr. 155, 499, 1925. 

2) A. Gottschalk, Wien. klin. Wochenschr. 1925, Nr. 14. 

3) H.v. Euler urd F., Nordlund, H. 116, 243, 1921. 

*) Siehe Anm. 1 auf 8S. 245 und iiber die ganze Frage der Phos 
phorylierung in chemischer sowie physiologischer Hinsicht C. Neuberg 
in Oppenleimers Handbuch der Biochemie, 2. Auflage, Band I, 8, 530 
und Band IT, 8S. 452—458, 1924. 

5) O. Meyerhof, H. 101, 165; 102, 1, 1908, 
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Cozymase durch Ultrafiltration entfernt ist, durch Muskelkochsaft 
analog wie durch Hefekochsaft — regenerieren laBt. Dieses animalische 
Coenzym ist in allen untersuchten Organen von Kalt- und Warm- 
bliitern aufgefunden worden, in gréBter Konzentration im Muskel. Es 
reaktiviert nicht nur die durch Auswaschen von Cozymase unter- 
bundene alkoholische Zuckerspaltung, sondern auch die durch den 
gleichen Eingriff einer Extraktion mit Wasser erloschene Atmung von 
Hefe- und Muskelzellen. Diese Ubereinstimniung des Coferments der 
Atmung mit der Cozymase der Garung lie} vermuten, dab diejenigen 
Phasen beider Prozesse, bei denen es sich betitigt, nahe verwandt, 
moglicherweise identisch seien. Es ist uns gelungen, dieser Hypothese 
eine experimentelle Stiitze zu geben. Durch die nachfolgenden Ver- 
suche wird gezeigt, dab gdrunwirksame und nicht phosphorylierende 
Aceton-Oberhefe durch Zusatz von Kochsaft aus Kaninchenmuskulatur 
gartiichtig wird und zugesetztes Phosphat zu 50 bis 60 Proz. an Kohlen- 
hydrate bindet. Das Coferment der tierischen Zelle vollbringt also 
den gleichen eng umschriebenen Vorgang am Hexosenmolekiil, die 
intermediire Veresterung, wie die Cozymase der Hefe. 


Tabelle VII. 
Ansiitze: 10g ausgewaschene Aceton-Unterhefe, 10,0 com Fliissigkeit, 
0.2 g Fructose, 1,5 cem Toluol. Temperatur 34°. 





com tO, nach Minuten hgw. Stunden 


Hefenpraparat Suspensionsflussigkeit 
wot 0" 2h 3h 4h 18b 
Ausgewaschene Wasser 0 0 0 0 0 0 0 
Aceton- 
Unterhefe 
ebenso Kochsaft von unter- 


giriger Trockenhefe 2,1 95 154 19,9 256 308 413 
ebenso Kochsaft von 
Kaninchenmuskulatur 2.9 11.2 17,3 198 234 294 365 
(Muskelbrei u. Wasser 
zu gleichen Teilen 
aufgekocht, filtriert) 


ebenso Kochsaft von 
Kaninchenmuskulatur 14 14,1 20,7 243 — — 398 
ebenso Kochsaft von menschl. 
Mammacarcinom ') 23 47 142 184 233 — 33,7 
ebenso Kochsaft von menschl. 
Uterusearcinom') 3.7 84 135 166 — 33,1 402 


1) Wir sind dem verstorbencn Direktor des klinischen Instituts fiir 
Frauenkrankheiten und Geburtshilfe an der Universitat Berlin, Herrn 
Geheimrat Bumm, fiir die Uberlassung des Krebsmaterials zu Dank 


verpflichtet. 
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In Tabelle VIL sind die Resultate von vergleichenden Versuchen 
mitgeteilt, in denen ausgewaschene Aceton-Unterhefen durch Koch- 
sifte nicht nur von untergiriger Hefe, sondern auch von solchen aus 
tierischen Geweben (Kaninchenmuskulatur, bésartigen Geschwiilsten) 
gairfahig gemacht worden sind. 

Die herangezogenen tierischen Gewebe schlieBen demnach hin- 
reichend Coferment ein, um die Apozymase der Unterhefe zu kom- 
plettieren. 

Die Daten der Tabelle VIII zeigen sodann, da} Muskelkochsaft 
nicht phosphorylierende Aceton-Oberhefe in den Stand setzt, zugefiigtes 
Phosphat in einem Ausmafe') von 50 bis 60 Proz. organisch mit Zucker 
zu verkniipfen. 

Tabelle VIII. 
Ansiitze: 3,74g¢ KH,PO,, 2,lg NaHCO,, 18,0g Fructose, 85,0 ccm 
Muskelkochsajt*) (Kaninchen), 150g Aceton-Oberhefe  Germania®), 
2.0cem Toluol. Temperatur 37°. 





Zeitpunkt der Entnahme g Mge P2 O; g P.O; 
Aceton-Oberhefe zur 
Phosphorsaurebestimmung in 5ccm Garansatz 
Germania .,... Versuchsbeginn 0.1716 0.1095 
nach 2 Stunden 0,0936 0.0597 
» = - 0,0785 0,0501 
Germania ,... Versuchsbeginn 0,1624 0.1036 
nach 3!, Stunden 0.0737 0.0470 
» ly ‘ 0,0634 0,0405 
Germania .... Versuchsbeginn 0,1992 0.1271 
nach 3 Stunden 0,0789 0.0503 
- a “ 0,0700 0.0447 


Die Versuche mit animalischen Kochsiiften tun also dar, dab 
tierisches Coferment nicht allein die Cozymase der Hefe fiir eine 
alkoholische Zuckerspaltung ersetzen, sondern auch die Apozymase 
zur Phosphorylierung ergiinzen kann. Man geht wohl nicht fehl, wenn 
man auch die in animalischen Zellen vorkommenden Phosphorylierungs- 
prozesse mit der Betitigung dieses Cofermentes in Beziehung bringt. 


1) Die mit Muskelkochsaft eintretende Veresterung von Zucker durch 
freiwillig nicht phosphorylierende Aceton-Oberhefe bleibt hinter der 
durch Cozymase aus Hefe bewirkten zuriick ; das beruht auf dem erwiesener- 
maBen geringeren Gehalt tierischer Gewebe an extrahierbarem Coferment. 

2) Der Muskelkochsaft wurde durch Aufkochen von Muskelbrei in der 
gleichen Menge Wassers hergestellt, filtriert und alsdann bei 30° im 
Faust-Heimschen Apparat im Verhiltnis 5: 1 eingeengt. 

3) Phosphoryliert ohne Cofermentzusatz praktisch nicht ; vg]. Tabelle IT. 





